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1 EINLEITUNG 
Die Blätter von Stevia rebaudiana Bertoni werden bereits seit 
Jahrhunderten genutzt und haben in den letzten Jahren als natürli-
ches Süßungsmittel deutlich an Bedeutung gewonnen. Die ursprüng-
lich in Südamerika beheimatete Pflanze enthält Glycoside die bis zu 
300 Mal süßer sind als Saccharose und somit eine ernsthafte Alterna-
tive zu Zucker darstellen. 
Die kalorienreiche, durch Einsatz raffinierter Kohlenhydrate, ho-
her Fettzufuhr und Bewegungsmangel geprägte westliche Lebenswei-
se ist Ursache einer immer dicker werdenden Gesellschaft. Stevia, 
eingesetzt als Süßstoff, kann dem hohen Energiegehalt von diversen 
Lebensmitteln entgegenwirken, ohne dass es zu Geschmackseinbu-
ßen führt.   
Auf dem europäischen Markt haben Süßstoffe ein breites 
Einsatzspektrum, sie werden Getränken, Milcherzeugnissen, Süß- wie 
auch Backwaren beigefügt. Die Nutzung der Glycoside aus Stevia re-
baudiana Bertoni für die Lebensmittelindustrie ist allerdings seit der 
1999 in Kraft getretenen „Novel Food“ – Verordnung  in der EU nicht 
mehr erlaubt. Aufgrund der Ergebnisse aus zahlreichen Studien, die 
die Unbedenklichkeit dieser Glycoside aufzeigen, ist eine baldige Ge-
nehmigung jedoch als wahrscheinlich zu erachten. Besonderes Au-
genmerk liegt auf den Glycosiden Steviosid und Rebaudiosid A, die 
hauptverantwortlich für die Süße der Pflanze sind.  
Die durch unterschiedlichste Umweltbedingungen hervorgerufe-
nen Abweichungen in der Zusammensetzung von Stevia rebaudiana 
und der ähnliche chemische Aufbau der Stevia-Glycoside erschwert 
bis heute die großtechnische Fraktionierung und damit auch die Stan-
dardisierung des Süßstoffes. Um die Rohstoffe, Zwischen- und End-
produkte charakterisieren zu können, muss eine geeignete Analyse-
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methode zur Qualifizierung und Quantifizierung der unterschiedlichen 
Glycoside der Pflanze etabliert werden.  
Für das, dieser Diplomarbeit zugrunde liegende Projekt ist das 
Ziel der Methodenvergleich (z.B.: div. Lösungsmittelversuche, HPLC, 
NIRS etc.), die Kalibrierung von bereits eingesetzten Methoden und 
die Analyse glycosidhältiger Extrakte von Stevia rebaudiana aus ver-
schiedensten Anbaugebieten, um die bestgeeigneten (schnell, effek-
tiv) Analyseverfahren zu finden.  
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2 LITERATURTEIL 
2.1 Stevia Rebaudiana 
2.1.1 Morphologie 
Stevia rebaudiana gehört zur Familie der Asteraceae und der 
Gattung der Stevien. Diese umfasst über 200 bekannte Arten von de-
nen Stevia rebaudiana mit dem süßesten Extrakt die größte Bedeu-
tung zugeschrieben wird. Sie ist eine krautartige, blattreiche Pflanze 
mit flachgründigen, kaum sekundär verzweigten Wurzeln. Ihr Stängel 
ist behaart mit zwei bis vier Zentimeter langen, ei- bis rautenförmi-
gen, hell- bis dunkelgrünen Blättern [SOEJARTO aus KINGHORN, 
2002]. Wildwachsende Stevien können 30 bis 60 cm, kultivierte bis 
zu 120 cm [DWIVEDI, 1999] hoch werden. Die Pflanze wächst ideal 
unter halbfeuchten subtropischen Klimabedingungen. 
Der natürliche Standort der Pflanze ist das nordöstliche Paragu-
ay, sie kommt aber auch in benachbarten Gebieten von Brasilien und 
Argentinien vor und wird wegen ihrer hohen klimatischen Anpas-
sungsfähigkeit in vielen Ländern wie zum Beispiel Japan angebaut.  
 
2.2 Verwendung 
Stevia rebaudiana wurde Jahrhunderte lang von den Einwoh-
nern Nordost Paraguays, den Guaraní Indianern, als Süßungsmittel 
für ihren Mate Tee und als Heilmittel verwendet und war dort als 
Ca'a- he'ê (was Süßkraut bedeutet) bekannt. Während des 16. Jahr-
hunderts berichteten spanische Konquisitoren über südamerikanische 
Eingeborene, die mit Blättern einer Pflanze ihren Tee süßen. 
Der allgemeine Bekanntheitsgrad von Stevia war allerdings bis 
vor ca. 100 Jahren gering. Erst als der nach Paraguay ausgewanderte 
M.S. Bertoni 1887 auf die Pflanze aufmerksam wurde, sie studierte, 
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der Gattung der Stevien zuordnete und sie 1905 Stevia rebaudiana 
(Bertoni) benannte [SOEJARTO aus KINGHORN 2002], wurden Wis-
senschafter auf das Gewächs aufmerksam und begannen mit der 
Analyse und Beschreibung der Pflanze und ihrer Inhaltsstoffe.  
Während des vergangenen Jahrhunderts wurden die zehn in 
Stevia enthaltenen Glycoside isoliert und identifiziert, von denen Ste-
viosid und Rebaudiosid A durch ihre hohe Konzentration und beson-
ders starke Süßkraft die Hauptkomponenten der Stevia–Glycoside 
darstellen. Stevia rebaudiana ist unter den Steviaarten eine Beson-
derheit, da sie als einzige eine derart hohe Konzentration an süßen 
Komponenten in den Blättern aufweist. 1971 wurde Japan auf die 
Pflanze aufmerksam und lies einige hundert tausend Stück im Ur-
sprungsland ausgraben, um in Japan Anbauversuche durchzuführen 
und sie letztendlich als kalorienfreien Süßstoff auf den Markt zu brin-
gen. 
Heute werden die Stevia-Glycoside unter anderem in südameri-
kanischen und asiatischen Ländern wie auch in Canada  als Süßstoff 
verwendet, sie sind hingegen in der Europäischen Union nicht zuge-
lassen.  
Durch den gestiegenen  Fett– und Zuckerkonsum und durch 
Bewegungsmangel stellt Adipositas und Übergewicht das weltweit am 
schnellsten wachsende Gesundheitsrisiko dar [WHO, 2000]. Die damit 
verbundenen Krankheiten wie Diabetes Mellitus Typ 2, Herzkreislauf-
erkrankungen und metabolisches Syndrom gehören zu den gesund-
heitlichen Hauptproblemen der westlichen Gesellschaft. Laut WHO 
[2000] wird die Krankheitshäufigkeit von Typ-2-Diabetes zwischen 
1995 und 2025 um ca. 41 % zunehmen. Vor allem der hohe Konsum 
von gesüßten Getränken ist eng gekoppelt mit steigendem Überge-
wicht  und den damit verbundenen Erkrankungen von Erwachsenen 
und Kindern. So untersuchten DHINGRA et al. [2007] den Zusam-
5 
 
menhang zwischen Auftreten von metabolischem Syndrom und Soft-
drinkkonsum an 6039 Teilnehmern der Framingham Heart Study und 
stellten fest, dass bei mindestens einem Softdrink pro Tag mehrere 
metabolische Risikofaktoren erhöht sind.  
Es besteht daher eine hohe Nachfrage an Süßungsmitteln die 
kalorienfrei, unbedenklich, natürlichen Ursprungs und von derselben 
geschmacklichen Qualität wie Zucker sind. 
Die Glycoside von Stevia rebaudiana können diesen hohen An-
forderungen entsprechen, sie sind für Diabetiker geeignet, kalorien-
frei und eignen sich deshalb und auch wegen ihres natürlichen Ur-
sprungs und ihrer Deklarationsfreundlichkeit hervorragend um raffi-
nierte Kohlenhydrate als auch andere Süßstoffe zu ersetzen.  
Die heutige Herausforderung besteht in der Etablierung von 
Stevia rebaudiana als moderne Nutzpflanze und der Findung geeigne-
ter und effizienter Produktionsmethoden. 
 
2.3 Stevia-Glycoside 
Glycoside sind chemische Verbindungen bei denen ein Zuckerbe-
standteil (Glycon) mit einem Nichtzuckerbestandteil (Aglycon) durch 
eine glycosidische Verbindung verknüpft ist. Je nachdem ob die Ver-
knüpfung über ein Sauerstoff-, Schwefel- oder Stickstoffatom zustan-
de kommt, unterscheidet man zwischen O–Glycosiden, S–Glycosiden 
und N–Glycosiden.  
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2.3.1 Entstehung von Steviol, Steviosid und Rebaudiosid A 
Für die Süße des Krautes ist die Anwesenheit der acht Ent-
Kauran-Diterpen-Glycoside verantwortlich die aus dem Aglycon Stevi-
ol und einem Zucker durch verschiedene Glykosyltransferasen ent-
stehen. [RICHMAN et al., 2005].  
Die Steviolvorläufer werden bis zum Kaurangerüst im Methyle-
rythritol-4-Phosphat Pathway (Abb. 2.1) synthetisiert, welcher in den 
Plastiden lokalisiert ist. 
 Einer der beiden Kauran-Oxidationsschritte findet dann an der 
Oberfläche des Endoplasmatischen Retikulums statt [HUMPHREY et. 
al., 2006], die spätere Glykosilierung vollzieht sich im Cytoplasma. 
Als Endphase der Glycosidproduktion versteht sich der Transport der 
Glycoside vom Cytosol in die Vakuole wo die Glycoside letztendlich 
lokalisiert sind. Der genaue Transportmechanismus ist aber noch 
nicht ausreichend aufgedeckt [MARTINOIA et al., 2000].  
Beim letzten Schritt zu Steviol wird Kauran durch die Kaurano-
xidase zu Kauransäure oxidiert, aus der durch Hydroxylierung via 
Kauransäure-13-Hydroxylase am Ende das Aglycon entsteht. Dies ist 
der einleitende Part in die Synthese von Steviol-Glycosiden, da das 
Enzym Kauransäure-13-Hydroxylase den Unterschied zur Gibberelin-
synthese darstellt und von entscheidender Bedeutung in der Biotech-
nologie ist.  
Durch Glykosilierung von Steviol entsteht im nächsten Schritt 
Steviolmonosid welches am C-2 der 13-O-Glucose glykosiliert und 
dadurch zu Steviolbiosid wird. Durch die Glykosilierung der C-19-
Carboxylgruppe bildet sich schließlich Steviosid.  
 Rebaudiosid A wird synthetisiert durch Glykosilierung von C-3 
der C-13-O-Glucose. Wenn es als Substrat genutzt wird, ensteht aus 
Rebaudiosid A kein weiteres Produkt mehr. Es ist somit das Endpro-
dukt des Stoffwechsels.  
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Abb. 2.1: Die Synthese der Steviol - Glycoside mittels Methylerythritol-4-Phosphat Pathway (aus 
BRANDLE, 2006) 
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Durch die Vielfalt der Glycoside von Stevia rebaudiana und de-
ren geringfügige Unterschiede in der Strukturformel (Abb. 2.2) ist es 
bis heute nicht gelungen sie großtechnisch zu fraktionieren und eine 
Standardisierung der Glycosidzusammensetzung zu ermöglichen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.2: Strukturen von Steviol und der Glycoside von Stevia rebaudiana (glc - Glucose, Rha - 
Rhamnose, Xyl - Xylose) (aus GEUNS, 2003) 
 
Die bedeutensten Stevia-Glycoside (Abb. 2.2) sind Steviosid (5-
10 % mas/mas), Rebaudiosid A (2-4 % mas/mas), Rebaudiosid C (1-
2 % mas/mas), und Dulcosid A (0,4-0,7 % w/w) [KINGHORN und 
SOEJARTO 1985]. Glycoside, deren Anteil in Stevia Rebaudiana ge-
ringer ausfällt, sind Steviolbiosid, Rebaudiosid B, Rebaudiosid D, Re-
baudiosid E und Rebaudiosid F. Die Glycoside befinden sich vor allem 
in den Blättern der Pflanze aber auch in absteigender Konzentration 
in der Blüte, im Stängel und in den Samen. In den Wurzeln wurde die 
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geringste Steviosidkonzentration gefunden [RAJASEKARAN et al. 
2007].  
Wegen ihrer hohen Konzentration in den Blättern eignen sich 
besonders das entstandene Tri-Glycosid Steviosid (Abb. 2.3) wie auch 
das Tetra-Glycosid Rebaudiosid A (Abb. 2.3) zur Entwicklung eines 
Süßstoffes aus der Pflanze Stevia rebaudiana. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.3: Strukturformeln der Stevia-Glycoside Steviosid (links) und Rebaudiosid A (rechts) 
 
Steviosid, mit der Summenformel C38H60O18, ist pur ein weißes 
Pulver mit einem Molekulargewicht von 804,38 g/mol und einem 
Schmelzpunkt von 198 °C (Tab. 2.1). Es ist bei pH-Werten von 3-9 
stabil und enzymatisch in Steviol und drei Moleküle Glucose spaltbar. 
 
Tab. 1: Physikalische Eigenschaften der sechs wichtigsten Glycoside von Stevia rebaudiana (aus 
KINGHORN, 2002:  "Stevia, the genus Stevia") 
Verbindung Molare Masse [g/mol] 
Süßkraft 
Sac. = 1 
spezifische Rotation 
[α]D25 
Schmelzpunkt  
(°C) 
Löslichkeit 
in Wasser (%) 
Steviosid 804,38 250-300 -39,3 196-198 0,13 
Rebaudiosid A 967,01 350-450 -20,8 242-244 0,10 
Rebaudiosid C 950,44 50-120 -29,9 215-217 0,21 
Rebaudiosid D 1128,48 200-300 -22,7 283-286 1,00 
Rebaudiosid E 966,43 250-300 -34,2 205-207 1,70 
Dulcosid A 788,38 50-120 -50,2 193-195 0,58 
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Das süße Rebaudiosid A mit der Summenformel C44H70O23 und 
einer molaren Masse von 967,01 hat einen Schmelzpunkt von 244 °C 
und ist bei pH-Werten von 4,5 bis 7 stabil.  
 
2.3.2 Toxikologische und pharmakologische Aspekte 
Das Aglycon Steviol führte nach metabolischer Aktivierung in 
Salmonella typhimurium TM677 [MATSUI, 1996a/b] wie auch in Le-
bermikrosomen von Ratten und Menschen zu Mutationen. Bei einer 
Dosis von 0,75g/kg Körpergewicht wirkt es bei schwangeren Hams-
tern und deren Föten toxisch. Es führt bei den mütterlichen Tieren zu 
Gewichtsverlust, einer hohen Sterblichkeit und zu einer verringerten 
Rate von Lebendgeburten pro Wurf [WASUNTARAWAT et al., 1998]. 
Stevioside werden jedoch nicht, oder in nur sehr geringen Do-
sen vom humanen Körper aufgenommen [KOYAMA et al., 2003b] und 
können weder von tierischen noch von menschlichen Enzymen des 
Gastrointestinaltraktes zu Steviol umgewandelt werden [KOYAMA et 
al., 2003a]. Allerdings sind Bakterien des Blinddarms bei Ratten dazu 
in der Lage, und auch bei in vitro Studien mit menschlichen Colon-
Bakterien hat man festgestellt, dass diese Stevioside zu Steviol um-
bauen können [KOYAMA et al., 2003a]. Bei einer Studie mit Ratten 
wurde Steviol im Blut gefunden, es ist jedoch nicht sicher ob es di-
rekt, oder durch ausgeschiedene und wieder gefressene Fäzes indi-
rekt aufgenommen wurde [KOYAMA et al., 2003a].  
Die Sicherheit der Steviosid Aufnahme wurde jedoch in diversen 
Studien unter Beweis gestellt [Xili et al. 1992; TOYODA et al. 1997], 
außerdem zeigte sich, dass die Glycoside von Stevia rebaudiana blut-
zucker- und auch blutdrucksenkende Wirkung haben [JEPPESEN et 
al., 2002; CHAN et al., 2000; LIU et al., 2003]. Es ist wahrscheinlich, 
dass Stevia-Glycoside als Süßstoff auch bald auf dem europäischen 
Markt eingesetzt werden. Die JECFA legte bei ihrem 63sten Treffen 
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(2004) einen temporären ADI (Acceptable daily intake) von 0 - 2 
mg/kg KG für Steviol - Glycoside fest, der dann beim 68sten Treffen 
(2008) auf 0 – 4 mg/kg KG verdoppelt und fixiert wurde [FACT 
SHEET Steviol Glycosides (INS 960)]. 
 
2.4 Wichtige Methoden zur Qualitativen und Quantitativen 
Analyse von Glycosiden aus Stevia rebaudiana 
Die Etablierung eines Analyseverfahrens zu Qualifizierung und 
Quantifizierung der Glycoside ist erforderlich. 
Die nachfolgend beschriebenen Verfahren sind Möglichkeiten, um 
Steviaglycoside zu identifizieren. Weiters werden auch einige Studien 
angeführt, die verschiedene aber aktuelle Methoden zur Glycosidana-
lyse verwenden. 
Dünnschichtchromatographie, Massenspektrometrie wie  auch 
Kapillarelektrophorese [DACOME et al., 2005], CE im Mizellarenmo-
dus [MAURI et al., 1996] und Nahinfrarotspektroskopie [NISHIYAMA 
et al., 1992] wurden als erfolgreiche Möglichkeiten in der Analytik 
von Stevia-Glycosiden eingesetzt. Nach derzeitigem Wissensstand ist 
die Methode der Wahl jedoch die HPLC.  
 
2.4.1 Dünnschichtchromatographie, DC 
Dieses planare, semiquanititative Chromatographieverfahren ist 
eine hauptsächlich für Reinheits- und Identitätsbestimmungen einge-
setzte Methode, die zur Auftrennung von Stoffen verwendet wird. Die 
Trennung beruht dabei auf der Löslichkeit der Stoffe in der mobilen 
Phase, dem unterschiedlichen Adsorptionsverhalten an der stationä-
ren Phase und dem damit verbundenen unterschiedlichen Wande-
rungsverhalten der Moleküle. Durch Etablierung modernerer Verfah-
ren wie HPLC und Gaschromatographie wird die Dünnsc
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tographie in der Routineanalytik nur noch selten verwendet, sie be-
sticht aber durch ihre leichte Handhabung, dem geringen apparativen 
Aufwand und der damit verbundenen niedrigen Kosten für Anschaf-
fung und Einschulung des Analysepersonals. 
 
2.4.2 Kapillarelektrophorese, CE 
Die Kapillarelektrophorese wurde Ende der 1970-er Jahre aus der 
klassischen Elektrophorese entwickelt. Sie ist wegen der verwendeten 
fused-silica Kapillaren mit 50 – 200 µ Innendurchmesser eine hochef-
fiziente analytische Trennmethode.  
 
Prinzip der Analyse  
Durch unterschiedliche Bewegung entsteht die Trennung von Mo-
lekülen in einem elektrischen Feld. Je nach Größe, Form und Ladung 
der Moleküle sowie Lösungsumgebung und Stärke des elektrischen 
Feldes, unterscheiden sie sich in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit. 
Ein Detektor zeichnet Ionenspezifische Peaks auf, die nach ihrer zeit-
lichen Abfolge identifiziert und auf Grund ihrer Größe quantitativ aus-
gewertet werden. Vorteile der Kapillarelektrophorese sind ihre Eig-
nung für sehr kleine Volumina, die effiziente Trennleistung und gute 
Automatisierbarkeit. 
 
2.4.2.1  MAURI et al. [1996]  
Das Team führte eine Studie zur Eignung von MEKC, einem Hyb-
rid der Trenntechniken HPLC und CE, als alternative Analysemethode 
von Stevia-Glycosiden durch. Stevia-Blätter und ein standardisiertes 
Steviaextrakt mit 60 % Steviosid wurden von Specciasol besorgt. 
Wegen nicht vorhandener Standards von Steviolbiosid und Rebaudio-
sid A wurden diese mittels HPLC vorbereitet. Die Reinheit wurde mit-
tels HPLC und CE gemessen, die Identität durch Electrospray-
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Massenspektrometrie (ESI-MS) bestätigt. Die Analysen wurden durch 
Auflösen der Proben in 40% Methanol und Injektion von maximal 1,6 
nL (200bar X s) durchgeführt. Dabei zeigte das elektrophoretische 
Muster der Blätter von Sevia rebaudiana zwei Hauptspitzen, nämLich 
Steviosid und Rebaudiosid A. Steviolbiosid wurde nur im Stevi-
aextrakt, nicht aber in den Blättern nachgewiesen, was darauf hin-
deutet, dass es während des Aufreinigungsprozesses entstanden ist.  
 
2.4.3 Massenspektrometrie, MS 
Die Massenspektrometrie ist eine Methode die Informationen über 
die Zusammensetzung und Struktur von Verbindungen gibt. Deshalb 
findet sie in zahlreichen Disziplinen Anwendung. 
 
Prinzip der Methode 
Unter Hochvakuum werden mittels Ionenquelle aus der Probe 
gasförmige Ionen erzeugt, die im Massenanalysator entsprechend ih-
res Masse/Ladungsverhältnisses (m/z) getrennt und am Detektor 
qualitativ und quantitativ erfasst werden. Die Ionisation erfolgt je 
nach physikalischem Zustand und thermischer Stabilität der Probe 
durch Beschuss mittels Elektronen, Ionen oder Protonen, durch Ein-
satz elektrischer Felder oder thermisch. Der Analyt wird bei der Mes-
sung verbraucht, das heißt er wird zerstört, was wegen der enormen 
Empfindlichkeit der Methode (im Picomolbereich) vernachlässigbar ist.  
Die Intensität des Analyten wird aus Fläche und Höhe der entstande-
nen Peaks ermittelt und auf einen Basispeak normiert. 
 
2.4.3.1 PÓL et. al. [2007] 
Zur Separierung der Glycoside nutzten PÓL et al., [2007] zwei-
dimensionale Flüssigchromatographie (LCxLC) welche sie mit Elektro-
sprayionisation (ESI) time-of-flight Massenspektrometrie (TOF-MS) 
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kombinierten. Um das bestmögliche Ergebnis zu erhalten, probierten 
sie unterschiedliche Säulen (SCX, NH2 und C18) und auch Säulenkom-
binationen aus, außerdem bezogen sie die Blätter von Stevia rebaudi-
ana von verschiedenen Quellen und verglichen die Steviosidkon-
zentrationen der beiden Arten miteinander. Es stellte sich heraus, 
dass eine Kombination aus C18 Säule + NH2 Säule die Glycoside kom-
plett trennen konnte. Dabei erzielte die  Aminosäule bessere Ergeb-
nisse bei Reb. A, Reb. E sowie Steviosid und Reb. B – die Durchfüh-
rung mittels C18-Säule wirkte sich hingegen positiv auf die Trennung 
der anderen Glycoside aus. 
Die Quantifizierung und Isolierung der einzelnen Stevia-Glycoside 
erweist sich jedoch auf Grund der strukturellen Ähnlichkeit (Abb. 2.2) 
und der daraus resultierenden Überlappung der Peaks als schwierig 
und verkompliziert die Ermittlung mittels Massenspektrometer. Das 
von PÓL et al., [2007] angewandte Ionenfallen-Massenspektrometer 
(IT-MS) sollte zwischen diesen Verbindungen unterscheiden, im er-
wähnten Versuch war dies jedoch nicht der Fall. Die beiden, den Gly-
cosiden Rebaudiosid A und Rebaudiosid E zugehörigen Peaks konnten 
nicht richtig zugeordnet werden.  
 
2.4.3.2 YOUNG et al. [2002] 
YOUNG et al. [2002] arbeiteten im negativen ESI-MS Modus im 
Bereich von 100 – 1500 m/z, Steviosid wurde lokalisiert bei m/z 641. 
Im Vergleich zu UV oder positiven Modus erwies sich diese Methode 
als viel empfindlicher, die Nachweisbegrenzung lag je bei 10 ng für 
den positiven und 1 ng für den negativen Ionenmodus. Die HPLC-ESI-
MS Methode bewies sich als äußerst sensible, viel versprechende 
Möglichkeit zur Analyse von Extrakten aus Stevia rebaudiana wie 
auch Lebensmitteln und Getränken. 
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2.4.4 Nahinfrarotspektroskopie, NIRS 
Die Infrarotstrahlung unterteilt sich in das ferne Infrarot (FIR; 
50 – 500 µm bzw. 200 – 20 cm-1), das mittlere Infrarot (MIR; 2500 – 
50 µm bzw. 200 – 20 cm-1) und das nahe Infrarot (NIR; 800 – 2500 
nm bzw. 12.500 – 4000 cm-1). 
Die Spektralbereiche werden meist als Wellenzahlen k mit der Einheit 
[cm-1] angegeben [Fink, M. 2003]. 
 
Prinzip der Analyse 
Die Nahinfrarotspektroskopie ist eine analytische Methode die 
den Bereich des kurzwelligen Infrarotlichts nutzt und Molekül-
schwingungen anregt.  
Eine feste pulvrige Probe hat eine gewisse Rauigkeit, ist also 
nicht frei von Unebenheiten. Wenn Strahlung auf diese Probe gelangt, 
so wird ein Teil davon absorbiert der Rest ohne bevorzugte Richtung 
(diffus) reflektiert. Die reflektierte Strahlung enthält die Information 
der Probe und wird mittels Detektor aufgenommen.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb.2.4: links: diffuse Ablenkung; rechts: Prinzip der NIR-Messung [FINK 2003]  
 
In dem Wellenlängenbereich von 800 bis 2500 nm werden Mole-
küle mittels Infrarotstrahlung angeregt, daraus resultieren molekulare 
Ober- und Kombinationsschwingungen.  
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Die Absorptionsbanden dieser Schwingungen sind breit und teil-
weise überlappend, sie lassen sich nur begrenzt der jeweiligen funkti-
onellen Gruppe zuordnen, was die Stoffidentifikation nur bedingt er-
möglicht, eine Strukturaufklärung ausschließt und eine Kalibration 
erforderlich macht. 
 
2.4.4.1 NISHIYAMA et al. [1992]  
Ob Nahinfrarotspektroskopie eine geeignete Alternative zu herkömm-
Lichen Methoden ist, testeten Nishiyama et al. Die Messungen fanden 
in einem Wellenlängenbereich von 1100 bis 2500 nm statt. Nach 
zahlreichen Aufreinigungsschritten wurden die aus Stevia rebaudiana-
Blättern gewonnenen farblosen Kristalle mit einem Schmelzpunkt von 
204–208 °C als Standard für die weiterführenden Experimente ver-
wendet. Die Steviosidkonzentration der Blätter wurde mittels HPLC 
ermittelt und erfolgte als Zweifachprobe durch eine Lichrosorb RP-18 
Säule als stationäre und Methanol/NaOH 0,5 mM (65:35 v) als mobile 
Phase. Peaks wurden mit einem UV-Detektor bei 250 nm aufgezeich-
net. Zur Quantifizierung wurde das Verhältnis der Peakfläche von 
Probe mit der des Standards verglichen. Es  wurde eine Kalibrati-
onsgleichung anhand von 64 Proben entwickelt und durch 30 andere, 
zufällige Proben bestätigt. Die NIR – Messung erfolgte mittels Trebor-
70 monochromatic Spektrophotometer bei einem Wellenlängen Be-
reich 1100–2500 nm. Die mathematischen Berechnungen erfolgten 
mittels Trebor-7/700 Calibration/Research software. Die statistischen 
Daten für die Kalibration sind SEC (standard error of calibration) 14,7 
und R2 0,9. Die Daten für die Validierung sind SEP (standard error of 
prediciton) 12,4 und R2 von 0,83. In diesem Versuch wurde eine Ka-
libration mit hohem Korrellationskoeffizient und einer Präzision, ver-
gleichbar mit HPLC, erreicht. NISHIYAMA et al. [1992] folgerten, das 
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NIRS wegen seiner Schnelligkeit und der geringen Probenmenge für 
die Analyse von Steviosidkonzentrationen gut geeignet ist. 
 
2.4.4.2  HEARN und SUBEDI [2009] 
Hier wurden 33 Steviaproben, die im Laufe eines Jahres in Aust-
ralien geerntet wurden, analysiert. Die Proben wurden pulverisiert 
und mittels 70 % Ethanol extrahiert.  Dabei wurden sie für 30 min in 
70 °C heißes Schüttelwasserbad gestellt und dann filtriert [nach KOLB 
et al., 2001]. Als Referenz wurde eine Messung mittels HPLC [Zorbax 
NH2 Säule 5 µm, 250 mm x 4,6 mm (Agilent Technologies)] durchge-
führt. Es wurde isokratisch gefahren, wobei die mobile Phase ein Ge-
misch aus Acetonitril und Wasser (80:20) bei einem eingestellten pH 
von 5 war. Die Flussrate betrug 1.0 mL min-1  bei einer Laufzeit von 
15 min. Zur Kalibration wurde eine Dreipunkt-Standardgerade mit 
reinem Steviosid und Rebaudiosid gemach. Zusätzlich wurde zur 
Identifizierung eine LC-ESI/MS Analyse durchgeführt.  
NIRS wurde im Bereich von 400–2500 nm gemessen. Es wurde 
mittels Software die zweite Ableitung der reflektierten Spektren er-
mittelt und durch Kreuzvalidierung berechnet. Die optimale Region 
der Wellenlänge wurde mittels Software berechnet. Die Region mit 
dem geringsten RMSECV bei Steviosid war bei 2246–2290 nm, bei 
Kombination der Glycoside bei 2042–2240 nm. Eine Probe wurde als 
Ausreißer entfernt. Die Berechnungen erfolgten mittels the Unsc-
rambler chemometrics software. Bei 32 Proben wurde ein RMSECV für 
die Kalibration von 0,68 und R2 von 0,93 berechnet. Das Ergebnis der 
Untersuchungen war, dass NIRS für die Verwendung von Stevia 
Pflanzenmaterial brauchbar ist. Diese Methode liefert schnell Informa-
tionen ob eine niedrige oder hohe Glycosidkonzentration vorherrscht 
und kann zum Beispiel für Qualitätskontrollen von getrockneten Blät-
tern vor der Weiterverarbeitung verwendet werden. 
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2.4.5   High performance liquid chromatography, HPLC 
HPLC, vor allem im reversed Modus, ist eine der am häufigsten 
angewandten Methoden zur Bestimmung von Steviosiden im Pflan-
zenmaterial wie auch in Lebensmitteln und Getränken.  
 
Prinzip der Methode: 
Diese leistungsfähige chromatographische Technik dient zur Auf-
trennung komplexer Stoffgemische in ihre Reinsubstanzen, welche 
dann über Standards identifiziert und quantifiziert werden können.  
Für die HPLC ist eine ganze Reihe von Detektoren gebräuchlich, 
wobei der UV/VIS-Detektor (mit einer Wellenlänge von 210nm [BO-
VANOVA et al., 1998] bei Stevia-Glycosiden) der am häufigsten ge-
nutzte ist. Um Stoffe eindeutig zu definieren, koppelt man HPLC mit 
einem Massenspektrometer. 
Man unterscheidet bei der HPLC zwei Methoden: die Normal-
Phasen-HPLC (NP-HPLC) bei der eine polare stationäre Phase (z.B.: 
Silicagel/Kieselgel) mit unpolarer mobiler Phase benutzt wird und die 
Reversed-Phasen-HPLC (RP-HPLC) bei der man eine unpolare statio-
näre Phase und polare mobile Phase nutzt. Mobile Phasen aus Metha-
nol/Wasser [BOVANOVÁ et al., 1998; YOUNG et al., 2002] sowie aus 
Acetonitril/Wasser Mischungen [RAJASEKARAN et al., 2007; KOLB et 
al., 2001; DACOME et al., 2005] wurden in zahlreichen Verhältnissen 
den HPLC-Säulen angepasst (z.B.: WRP-C18 Säule mit mobiler Phase 
Methanol:Wasser 68:32 BOVANOVÁ et al., [1998]) und erfolgreich 
verwendet. 
Die umgekehrte Polarität der stationären Phase wird durch Über-
ziehen der polaren Oberfläche der Silicagel-Partikel mit einer unpola-
ren Schicht aus Alkanen erzeugt.  Um eine relativ rasche Trennung 
gewährleisten und kurze Säulen verwenden zu können setzt man 
Druck ein. Je nach Wechselwirkung mit der stationären Phase passie-
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ren die Stoffe früher oder später das Ende der Säule. Durch vorange-
gangene Kalibrierung lassen sich die unterschiedlichen Retentionszei-
ten Substanzen zuordnen, außerdem ist die Fläche der Peaks propor-
tional der Menge des Stoffes d.h. man erhält sehr präzise quantitative 
Ergebnisse.  
 
2.4.5.1 RAJASEKARAN et al. [2007] 
Durch ortsabhängige variierende Umweltbedingungen, wie Nie-
derschlagsmengen, Durchschnittstemperatur oder Anzahl der Son-
nentage entstehen Unterschiede in der Glycosidzusammensetzung 
der Pflanze Stevia rebaudiana. RAJASEKARAN et al. [2007] führten 
eine vergleichende Studie zur Untersuchung von Umwelteinflüssen 
auf die Glycosidzusammensetzung durch. Dabei analysierten sie in 
vivo und in vitro gewachsene Pflanzen mittels HPLC (C18 Säule, De-
tektion bei 254nm) und einer Glycosidmischung als Standard mit 
Identifizierung durch GC/MS. Der ex vitro-Extrakt enthielt sechs der 
acht Komponenten, im in vitro-Extrakt fehlten vier, nämLich Rebaudi-
osid B, D, E und Steviosid. Auch in anderen Pflanzenteilen wurden 
Unterschiede in Anzahl und Konzentration der Glycoside gefunden.  
 
2.4.5.2 BONDAREV et al. [2003] 
Auch während unterschiedlicher Entwicklungsphasen von Stevia 
rebaudiana zeigen sich Unterschiede in der Glycosidkonzentration in 
den verschiedenen Pflanzenteilen. Um diese Verteilung besser cha-
rakterisieren zu können, starteten BONDAREV et al. [2003] eine Stu-
die, die sich über drei Vegetationsperioden zog und die Bestimmung 
der drei Hauptglycoside - Steviosid, Rebaudiosid A und Rebaudiosid C 
- in den einzelnen Pflanzenteilen zum Ziel hatte. Die Glycosidkon-
zentrationen in den untersuchten Pflanzen waren in den Blättern am 
höchsten und in den Wurzeln am geringsten – außerdem zeigte sich 
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ein Unterschied zwischen jungen (hohe Konzentration) und ausge-
wachsenen Blättern (niedere Konzentration) – dabei sollte das Ver-
hältnis von Rebaudiosid A:Steviosid so hoch wie möglich sein, da der 
Geschmack von Rebaudiosid A am ehesten an den von Zucker erin-
nert und Steviosid einen leicht bitteren Nachgeschmack aufweist. Aus 
diesem Grund werden auch neue Variationen von Stevia rebaudiana 
mit höheren Konzentrationen von Rebaudiosid A gesucht.  
 
2.4.5.3  DACOME et al. [2005] 
DACOME et al. (2005) untersuchten Stevia UEM-320 Pflanzen auf 
ihre Gesamtglycosidkonzentration und das Verhältnis von Rebaudiosid 
A zu Steviosid mittels Dünnschichtchromatographie gekoppelt mit 
Densitometrie, Kapillarelektrophorese und HPLC. Sie kamen bei allen 
drei Versuchen zu dem erstaunlichen Ergebnis, dass Rebaudiosid A in 
höheren Konzentrationen als Steviosid vorhanden war. Sie verglichen 
dieses Ergebnis mit einer Wildform von Stevia rebaudiana und stell-
ten eine um 31 % erhöhte Glycosidkonzentration wie auch ein, mit 
1,05 bis 1,15 ungewöhnlich hohes Rebaudiosid A:Steviosid Verhältnis 
fest.  
Um die Glycoside von Stevia rebaudiana als Süßstoff zu vermark-
ten, ist es notwendig ein definiertes, gleich bleibendes und reines 
Produkt herzustellen. Um störende Verbindungen zu vermeiden und 
eine saubere Analyse zu gewährleisten, ist eine vorherige, mehrstufi-
ge Aufreinigung und Vorkonzentrierung des Präparates notwendig. So 
erzielten BOVANOVÁ et al., [1998] gute Ergebnisse durch Flüssigpha-
senextraktion als zusätzlichen zweiten Schritt zwischen Vorextrahie-
rung und eigentlicher HPLC Analyse.  
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2.4.5.4 KOLB et al. [2001] 
KOLB et al. [2001] versuchten das von MAKAPUGAY et al. [1984] 
entwickelte Verfahren zur Reinigung und quantitativen Bestimmung 
der Stevia-Glycoside weiterzuentwickeln und schufen eine Zeit- und 
materialsparende Methode mit annähernd selber Präzision. Sie er-
setzten das zeitaufwändige Soxhlet-Trennungsverfahren durch Lö-
sungsmittelextraktion mittels 70% EtOH, durchgeführt für 30 min in 
70°C warmem Wasserbad und kamen dabei zu einer Zeitersparnis 
von siebeneinhalb Stunden. Die chromatographische Analyse wurde 
mittels NH2 Säule bei isokratischer Elution und durch UV-Detektion 
durchgeführt. Ein Variationskoeffizient von 1,8-3,0% und ein Rebau-
diosid A/Steviosid–Verhältnis zwischen 0,28 und 1,2 wurden ermit-
telt.  
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3 AUFGABENSTELLUNG 
Die Aufgabe war, in der Literatur erwähnte Methoden zur Analyse 
der Stevia-Glycoside zu vergleichen und die bestgeeignete für die 
vorhandene Apparatur zu adaptieren. Der Schwerpunkt sollte in der 
Bestimmung der unterschiedlichen Glycoside in den vorliegenden 
Stevia-Blättern und aufgereinigten Proben mittels HPLC-Analyse lie-
gen. Weiters sollte versucht werden, das vorliegende Material mittels 
Nahinfrarotspektroskopie zu untersuchen, um die Effektivität dieser 
Methode abschätzen zu können.  
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4 MATERIAL UND METHODEN 
4.1 Probenmaterial & Standards 
Untersucht wurden insgesamt 32 unterschiedliche Proben. Diese 
setzten sich aus diversen Blätterproben und verschiedenen bereits 
vorbearbeiteten und vorgereinigten Pulvern und Tabs zusammen. Das 
Untersuchungsmaterial wurde einerseits von der Firma Reisenberger 
zur Verfügung gestellt, andererseits bei diversen Anbietern online er-
worben. 
Aufgrund der verschiedenartigen Proben waren die Analyten in 
sehr unterschiedlichen Konzentrationen enthalten. Das Material wurde 
bei 4 °C gelagert. 
 
4.1.1 Probenmaterial für alle Versuche 
Mit den Proben WayClear, GR 95 und Blätter (Eu) wurden alle 
nachfolgenden Versuche durchgeführt. 
Tab.2: Probenmaterial für alle Versuche 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Name Merkmale Batch Nr. 
Stevia Way Clear feines Puder 120307 
  hellgelb   
Stevia Extract GR 95 feines Puder 775225219 
  weiß   
Stevia Blätter (Eu) getrocknete Blätter 30701 
  lanzenförmige 2-3 cm lang   
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4.1.2 Probenmaterial Nahinfrarotspektroskopie 
Das Probenmaterial setzt sich aus 32 unterschiedlichen Blätter-
proben, Tabs und Pulver zusammen und wurde (mit Ausnahme von 
Way Clear, GR 95 und Blätter (Eu)) nur für die Bestimmung mittels 
NIR verwendet. 
Tab.3: Probenmaterial Nahinfrarotspektroskopie 
Nr Name Bezogen von SN/LOT Land 
1 Steviosid Gruber Pharma 
Lot 
59566722/0 ub 
2 Stevia forte Blauer Planet ub ub 
3 Stevia Instant Stevia-Laden.de ub ub 
4 Reines Stevia Pulver Stevia-Laden.de ub ub 
5 Steviosid Biomond 0015 ub 
6 Steviosid Gesund&Leben 0021 ub 
7 Stevia Steviosid 0023 ub 
8 Steviol Glycoside CR 40 0032 Asien 
9 Steviol Glycoside CR 60   
10 Steviosid Blattpulver Proform 0022 ub 
11 Way Clear   
12 Steviosid Pulver 0025 Asien 
13 Stevia Granulat 0028 Paraguay 
14 Blattpulver Asia 1 0001 Asien 
15 Stevia Blätter Asia 2 0002 India 
16 Stevia Blätter (Feinschnitt 0004 Paraguay 
17 Steviablätter Biomond 0015 ub 
18 Stevia Pulver Biomond 0017 ub 
19 Stevia Blätter G&M 0020 Paraguay 
20 Stevia Blätter Indien 0024 Indien 
21 Stevia Blätter Asia 3   
22 Steviol Glycoside CR 40 0014 Thailand 
23 Stevia Agricultural Base Product 0012 Asia 
24 Stevia Extrakt Asia 3 0007 Thailand 
25 Stevia Extrakt Asia 4 0009 Paraguay 
26 Tender Denim 100 % pure Stevia   
27 Stevia Tabs 1 0029 Paraguay 
28 Stevia Tabs 2 0030   
29 Stevia Tabs Blauer Planet   
30 Stevia Tabs L 030705   
31 Stevia Pellets Samuza 0018   
32 Stevia Blätter Blauer Planet     
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4.1.3 Tab. 4 zeigt die für die Analysen verwendeten Standards 
Tab.4 Verwendete Standards 
Standards Part Nr.: Reinheit % Firma 
Steviosid 00019351 100 ChromaDex 
Rebaudioside A 00018226 100 ChromaDex 
Rebaudioside B 00018227 100 ChromaDex 
Rebaudiosid C 00018228 96,9 ChromaDex 
Dulcoside A 00004949 97 ChromaDex 
Steviolbioside 00019349 98,9 ChromaDex 
 
 
4.2 Probenaufbereitung und grobe chemische Analytik 
Prinzip 
Die Glycoside aus dem Probenmaterial (Steviablätter und 
aufgereinigte Pulver) sind besser löslich, wenn das Material einheitlich 
vermahlen ist.  
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 10 mg (Sartorius BP3100S, SN: 
60904391, Deutschland)  
- Trockenschrank 50 °C (Memmert, Typ TV50u, SN: 639023, 
Deutschland) 
- Mühle (IKA MF10 basic, SN: 01662681, Deutschland) 
- Analysensiebmaschine (Haver, EML 200-80, SN: 191.1983 
Deutschland) 
Durchführung 
 Für alle weiteren Messungen musste das Probenmaterial (Blät-
ter), zerkleinert und homogenisiert werden. Zu diesem Zweck stand 
eine IKA Labormühle (MF10 basic) mit 0,5 mm Siebeinsatz zur Verfü-
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gung. Für die NIR–Messung wurden nebst den Blättern auch alle vor-
gereinigten Pulver und Tabs nochmals mit dem 0,5 mm Siebeinsatz 
gemahlen und auf eine einheitliche Größe gebracht.  
 
4.2.1 Bestimmung der Trockensubstanz (nach ICC-Standard 110/1) 
Prinzip 
Unter der Trockensubstanz eines Lebensmittels wird die Summe 
aller nicht flüchtigen Bestandteile verstanden, zu welchen die Lipide, 
Kohlenhydrate, Proteine, Mineralstoffe etc. gehören.  
Das Produkt wird bei 130 ± 2 °C und normalem Luftdruck bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet und der Masseverlust bestimmt. 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,1 mg (Sartorius BP21OS, SN: 
60904569, Deutschland)  
- Trockenschrank 130 °C (Memmert, Typ TV50u, SN: 639023, 
Deutschland) 
- Mühle (IKA MF10 basic, SN: 01662681, Deutschland) 
- Exsikkator mit Silicagel 
- Metallschalen 
- Zange 
- Löffel 
Durchführung 
Die Blätter wurden mit einem 0,5 mm Siebeinsatz zerkleinert 
und anschließend homogenisiert. Die Weiterverarbeitung erfolgte oh-
ne besondere Probenvorbereitung. 
Das Leergewicht der vorgetrockneten Metallschalen wurde be-
stimmt und 3 g ± 0,1 mg in die Metallschale eingewogen. 
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Im Trockenschrank wurden die vorbereiteten Proben bis zur 
Gewichtskonstanz (ca. 24 h) bei 130 °C getrocknet.  Danach wurden 
die Schalen vorsichtig aus dem Trockenschrank entnommen, im Ex-
sikkator abgekühlt und ausgewogen.  
Berechnung 
Der Wassergehalt wurde gemäß Gl. 1 berechnet: 
Trockensubstanz [%] = m1 / m0 x 100    Gl. 1 
  m0 = Masse der Probe nach der Zerkleinerung [g] 
m1 = Masse der Probe nach vollständiger Trocknung [g] 
 
4.2.2 Bestimmung der Rohasche  
Prinzip 
Der mineralische Verbrennungsrückstand wird als Asche be-
zeichnet. Bei der direkten Veraschung kommt es zu einer vollständi-
gen Zerstörung der organischen Substanz. Da der Rückstand neben 
Mineralstoffen auch möglicherweise Kohlepartikel enthalten kann, be-
zeichnet man ihn auch als „Rohasche“. 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,1 mg (Sartorius BP21OS, SN: 
60904569, Deutschland)  
- Schnellverascher (Typ SVR, FabNr.: 158296) 
- Tigelofen (Carbolite, Typ 11/68, SN: 20-501402) 
- Mühle (IKA MF10 basic, SN: 01662681, Deutschland) 
- Exsikkator mit Silicagel 
- Porzellantiegel 
- Handschuhe 
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- Zange 
- Löffel 
Durchführung 
Zuerst wurden die Porzellantiegel 1 h bei 700°C ausgeglüht und 
wieder abgekühlt. Der gekühlte Tiegel wurde gewogen und es wurden 
etwa 2 g der Proben auf 1 mg genau eingewogen.   
Die Tiegel wurden unter dem Abzug vorverascht. Dies geschah 
bis es bei den Proben zu keinerlei Rauchentwicklung kam und sie eine 
graue Farbe hatten. Die Temperatur musste so geregelt werden, dass 
die Probe nicht verbrannten. Es war auch darauf zu achten, dass die 
Asche im Tiegel blieb.  
Danach wurden die Tiegel in den Muffelofen gestellt wo die Pro-
ben bei 550 °C ± 5 °C vollständig verascht wurden (ca. 3 h). Die Pro-
be hatte dadurch eine hellgraue bis weiße Farbe.  
Nachdem die Probe im Exsikator ausgekühlt wurde, wurde sie 
gewogen und der Gehalt an Rohasche berechnet (Gl. 2). 
Berechnung 
Der Rohaschegehalt wird nach folgender Gleichung berechnet: 
m2 – m1      100  
Rohasche [%] =       x  
          E    TS [%]   Gl. 2  
 
4.2.3 Bestimmung Proteingehalt 
Prinzip 
Der Proteingehalt wurde mittels Gesamtstickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl (Abb. 4.1) ermittelt. Der Stickstoffgehalt der Proteine 
schwankt nur sehr gering, zur analytischen Erfassung des Gesamt-
protein- oder Rohprotein Gehaltes wird daher der Stickstoffanteil (N) 
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nach dem Aufschluss der organischen Substanz mit Schwefelsäure 
bestimmt und anschließend unter Zuhilfenahme eines Faktors, der 
Proteingehalt berechnet. 
Die zuvor abgewogene Probe wird in einem Kjeldahl-Kolben 
aufgeschlossen, dabei werden die organischen Anteile der Probe ent-
fernt und der Stickstoff in Ammoniumsulfat umgewandelt.  
R-NH2 + H2SO4    (NH4)2SO4 + R-H 
Durch Zugabe einer starken Base (NaOH) wird Ammoniak aus der Lö-
sung freigesetzt welcher mit Wasserdampf in eine Borsäurelösung ge-
trieben wird.  
(NH4)2SO4 + 2 NaOH    NH3 + Na2SO4  + H2O 
Danach wird mit Salzsäurelösung titrimetrisch bestimmt. 
  NH3 + HCl + H2O        NH4Cl + H3O+ 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,1 mg (Sartorius BP21OS, SN: 
60904569, Deutschland)  
- Aufschlusssystem (BÜCHI, Typ K437, FabNr.: 05000000345, 
Schweiz) 
- Scrubber (BÜCHI, Typ B-414, FabNr.: 1000005531, Schweiz) 
- Destillationsgerät (BÜCHI Typ KjelFlex K-360, FabNr.: 
0800000061, Schweiz) 
- Titriergerät (Metrohm, Typ 775 Dosimat, SN: 1.775.0010, 
Schweiz) 
- EM dispenser (Hirschmann Laborgeräte, Deutschland) 
- Dosierer für H2SO4  
- Kjeldahlkolben 
- Div. Erlenmeyerkolben 
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- Plastikbecherl 
- Glasperlen 
- Handschuhe 
- Spatel 
Chemikalien und Reagenzien 
- Natronlauge 32 % (reinst, Nr. T197.3, Fa. Roth, Deutschland) 
- Indikator (Mixed indikator acc. To SHER, Nr. 003512, Fa. 
BÜCHI, Schweiz) 
- Salzsäure 0,1 mol/l (Tritisol, Nr. 1.09973.0001, Fa. Merck, 
Deutschland) 
- Kjehldahl Tabletten (Nr. 1.15348.1000, Fa. Merck, Deutsch-
land) 
- Borsäure 99,8 % (p.a., Nr. 9643.1, Fa. Merck, Deutschland) 
- Schwefelsäure 95/98 % (chemisch rein, Nr. 20685.364, Fa. 
VWR, Frankreich) 
Durchführung 
Etwa 2 g der Proben wurden mittels Plastikbecherl eingewogen 
und in die Aufschlussgläser rückgewogen. Zu den Proben wurden 
noch eine Kjeldahltabletten und eine Glasperle gegeben.  
Über Pulver, Perle und Probe wurde vorsichtig 20 mL H2SO4 ge-
füllt und der Kjeldahlkolben in das Aufschlussgerät gestellt. Die Plat-
ten wurden sehr langsam und stufenweise von 150 °C bis zum End-
punkt auf 420 °C erhitzt. Bei 200 °C schäumten die beiden vorgerei-
nigten Materialien sehr stark. Der Aufschluss wurde durchgeführt bis 
eine klare Flüssigkeit entstand. 
 
 
31 
 
Stickstoffhaltige 
Probe 
Ammoniumsulfat 
(NH4)2SO4 
Ammoniak 
NH3 
Ammoniumtriborat 
NH4H2BO3 
Ammoniumclorid 
NH4Cl 
Aufschluss 
Wasserdampf- 
destillation 
Titration 
Destillation 
Der Aufschluss wurde nach Zugabe von 40 mL Wasser, 60 mL 
Natronlauge und 20 mL Borsäure destilliert (heftige Reaktion). In den 
Erlenmeyerkolben wurden ein paar Tropfen Indikator gegeben. Bei 
der Destillation färbte sich die Flüssigkeit grün bis blau. 
Titration 
Nach der Destillation enthält das Wasserdampfdestillat Ammo-
niak, ist also basisch. Die Titration erfolgt mit 0,1 molarer Salzsäure 
bis die Farbe orangebraun wird. Aus der Titrationsmenge wurde dann 
die Menge bzw. Prozent an Stickstoff und die Prozent Protein berech-
net. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.1: Prinzip des Kjeldahlverfahrens 
Berechnung: 
1 mL 0,1 molare Salzsäure entspricht 0,1 mmol bzw. 1,4 mg Stick-
stoff (molare Masse = 14 g). Würde man also 10 mL titrieren so ent-
spräche das 14 g Stickstoff. 
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 Der Proteingehalt in % wurde nach folgender Gleichung berech-
net: 
     100 (a – b) cHCl MN F        100 
P[%] =    x  
   E       TS [%]   Gl. 3  
a = HCl – Verbrauch der Probe 
b = HCl – Verbrauch der Blindprobe 
cHCl = 0,1 mol/l  
MN = 14,008 
F = 6,25 
 
4.2.4 Zuckerbestimmung mittels Enzymkit 
Prinzip 
Saccharose, D-Glukose und D-Fruktose sind in den meisten 
Pflanzen und auch Lebensmitteln enthalten – entweder als freie Zu-
cker oder als Oligosaccharide und Polysaccharide wie zum Beispiel 
Stärke oder Zellulose. 
Um herauszufinden wie viel in den Blättern der Pflanze Stevia 
bzw. in den bereits aufgereinigten Pulvern noch enthalten ist, wurden 
enzymatische Bestimmungen durchgeführt. 
Dabei wurde die D-Glucose-Konzentration vor und nach der 
Hydrolyse von Saccharose durch die ß-Fruktosidase gemessen. Die D-
Fruktose-Konzentration wurde darauffolgend nach der Isomerisation 
durch Phosphoglucoseisomerase gemessen. 
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Hexokinase
D-Glucose-Bestimmung   
1) D-Glucose + ATP      G-6-P + ADP 
2) G-6-P + NADP+    Gluconat-6-Phosphat + NADPH + H+ 
Es wird die Menge an NADPH die aus dieser Reaktion entsteht bei 
340 nm gemessen denn diese entspricht der Menge an D-Glucose.  
D-Fruktose-Bestimmung 
3) D-Fruktose + ATP   F-6-P + ADP 
4) F-6-P       G-6-P 
G-6-P reagiert mit NADP+ und es entstehen Gluconat-6-Phosphat  
und NADPH welches wiederum bei 340 nm gemessen wird. 
Hydrolyse von Saccharose 
5) Saccharose + H2O        D-Glucose + D-Fruktose 
Saccharose wird durch die ß-Fructosidase zu D-Glucose und D-
Fructose hydrolysiert. Die D-Glucose wird bestimmt und der 
Saccharosegehalt durch die Differenz der D-Glucose Konzentration 
vor und nach der Hydrolyse errechnet. 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,1 mg (Sartorius BP21OS, SN: 
60904569, Deutschland)  
- Photometer (Boehringer Mannheim, Typ 4010, SN: 11234, Ös-
terreich) 
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Eppendorf Pipetten 
- Einmalküvetten 1,5 mL, Plastik  
ß-Fruktosidase 
Hexokinase 
G6P-DH 
PGI 
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- Plastikrührstäbchen 
- Stoppuhr 
Chemikalien und Reagenzien 
- Enzymkit Saccharose/D-Fructose/D-Glucose Assay Kit K-SUFRG 
(Fa. Megazyme, Nr. 90704, Irland) 
- Kaliumhexacyanoferrat II (p. a., Nr. 1.04984, Fa. Merck, 
Deutschland) 
- Zinksulfat Heptahydrat (p. a., Nr. 1.08883.1000, Fa. Merck, 
Deutschland) 
- Natriumhydroxid Tabletten (Plätzchen rein, Nr. 1.06462.1000, 
Fa. Merck, Deutschland) 
- Dest. Wasser 
Durchführung 
Zur Klärung der Proben wurden zuerst Lösungen vorbereitet. 
Für die Carrez I Lösung wurde 3,60 g Kaliumhexycyanoferrat (II) in 
100 mL destilliertem Wasser aufgelöst, für Carrez II wurde 7,20 g 
Zinsulfat in 100 mL destilliertem Wasser aufgelöst und für Natrium-
hydroxid (NaOH, 100 mM) wurden 4 g NaOH in 1 L destilliertem Was-
ser aufgelöst. 
Dann wurden 10 g von den Proben WayClear und GR 95 sowie 
1 g der Blätter (Eu) je in einen 100 mL Messkolben eingewogen und 
60 mL destilliertes Wasser hinzugegeben. Nacheinander wurden 5 mL 
der Carrez I Lösung, 5 mL der Carrez II Lösung und 10 mL NaOH Lö-
sung (100 mM) vorsichtige hinzugefügt und ausgiebig mittels Vortex 
durchgemischt. Der Messkolben wurde bis zur Markierung aufgefüllt 
nochmals gemischt und der Inhalt anschließend filtriert. 
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Die Parameter für die Messung sind wie folgt (Abb. 4.2): 
Wellenlänge:  340 nm 
Küvette:  1 cm optische Weglänge (Kunststoff) 
Temperatur:  ~ 25°C 
Endvolumen:  2,42 mL (D-Glucose) 
   2,44 mL (D-Fructose) 
Testlösung: 4-80 µg Saccharose + DGlucose + D-Fruktose je  
 Küvette (in 0,1 – 1,00 mL Probenmenge) 
Ablesen:  Luft 
Abb. 4.2: Parameter der Enzymbestimmung 
 
Es wird nach folgendem Pipettierschema (Tab. 5) vorgegangen:  
Tab. 5: Pipettierschema der Enzymbestimmung (nach Fa. Megazyme) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Berechnung: 
Zuerst werden die Absorptionsdifferenzen (A2-A1) und (A3-A2) 
für die Leerversuche und Proben ermittelt. 
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Bestimmung der freien D-Glucose: 
 ∆AD-Glucose = (A2-A1)Probe – (A2-A1)Leerversuch (aus der D-Glucose/D-
Fruktose Probe) 
Bestimmung der Saccharose: 
 ∆Agesamt D-Glucose = (A2-A1)Probe – (A2-A1)Leerversuch (aus der Saccha-
rose Probe) 
 ∆AFruktose = ∆Agesamt D-Glucose - ∆AD-Glucose (aus der D-Glucose/D-
Fruktose Probe) 
Bestimmung der Freien D-Fruktose: 
 ∆AD-Fruktose = (A3-A2)Probe – (A3-A2)Leerversuch (aus der D-
Glucose/D-Fruktose Probe) 
Die Konzentrationen werden folgendermaßen berechnet: 
Gl. 4 
Variablen: 
V = Endmenge [mL] 
MW = Molekülmasse der zu bestimmenden Substanz [g/mol] 
Ε = Extinktionskoeffizient von NADPH bei 340 nm 
  = 6300 [l x mol-1 . cm-1] 
d = optische Weglänge [cm] 
v = Probenmenge [mL] 
 
Der Inhalt in g/100 g berechnet sich wie folgt: 
Gehalt an D-Glucose: 
Gl. 5  
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Gehalt an Saccharose: 
Gl. 6  
 
Gehalt an D-Fruktose 
Gl. 7  
 
4.3 HPLC–VORVERSUCHE 
Kurze Übersicht der durchgeführten Arbeiten: 
Es wurden verschiedene Methoden aus der Literatur getestet. 
Dafür standen Blätterproben und bereits aufgereinigte Pulver (Way 
Clear und GR 95) von der Firma Reisenberger zur Verfügung. Anfäng-
lich gab es Probleme mit der Löslichkeit der Standards und der Pul-
ver, weswegen eine geeignete Lösungsmethode für das Material erar-
beitet wurde. Zusätzlich zu dem Löslichkeitsproblem waren die erhal-
tenen Peaks sehr breit, weiters lag die HPLC-Laufzeit zuerst bei 60 
min und die Retentionszeit der Glycoside bei ca. 15 Min was für eine 
schnelle Probenanalyse inakzeptabel ist. Um diese Punkte zu verbes-
sern wurde die Flussrate angepasst und der pH-Wert entsprechend 
eingestellt. 
Prinzip 
Durch Konzentrationsschwankungen bei den Stevia-Glycosiden 
ist nicht jedes Stevia-Pflanzenmaterial für die Süßstoffherstellung ge-
eignet. Ein geeignetes Ausgangsmaterial für die spätere Süßstoffher-
stellung muss also erst durch analytische Nachweise gefunden wer-
den. Die endgültige Untersuchung muss rasch und präzise erfolgen. 
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Ein Gerät, dass dafür alle Voraussetzungen erfüllt, ist die NIRS. Um 
jedoch mittels NIRS arbeiten zu können, muss zuerst Vorarbeit via 
HPLC geleistet, eine geeignete Methode für die HPLC gefunden und 
einige Vorversuche gemacht werden.  
Die Identifikation der Substanzen erfolgt grob über die Retenti-
onszeit beziehungsweise genauer über das UV-Spektrum bei Verwen-
dung eines Diodenarray-Detektors (in beiden Fällen über Abgleich mit 
bekannten Standardsubstanzen). Die Quantifizierung erfolgt über die 
integrierte Peakfläche (Area) bei einer bestimmten Wellenlänge, die 
die Stoffmenge repräsentiert. Zum Vergleich wird eine Bezugsgerade 
mit den Flächen von Standards mit bekannten Konzentrationen er-
stellt und die Peakfläche der Substanz in der Probe darauf abgelesen. 
Geräte und Hilfsmittel 
- HPLC-Anlage von Shimadzu 
SCL-10AVP System Controller (Shimadzu, Österreich,  
SN: C21014113832LP) 
SIL-10ADVP Autoinjector (Shimadzu, Österreich, SN: 
C21054109753SA) 
LC-10ADVP Solvent Delivery Module (Shimadzu, Österreich,  
SN: 20964130360CS) 
DGU-14A Degasser (Shimadzu, Österreich) 
CTO-10ACVP Column Oven (Shimadzu, Österreich,  
SN: C21034330204CS) SPD-M10AVP Diode Array Detector 
(Shimadzu, Österreich, SN: C20904170790US) 
- Auswertung mit LabSolutions LC Solution Software (Shimadzu, 
Österreich, VN: 1.03 SP3)  
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- SUPELCOSIL TM LC-NH2 HPLC column 250 mm x 4,0 mm, 5µm 
(SIGMA-ALDRICH SN: 58338C40) 
- Vorsäule SUPELCOSILTM LC-NH2 SupelguardTM Cartridge 20 
mm x 4 mm, 5 µm (SIGMA-AlDRICH SN: 59568) 
- Stand-Alone Holder (SN: 59660-U) 
- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
- Ultraschallbad (Bandelin Electronic, Typ: RK100H Deutschland, 
SN: 312210 162) 
- Magnetrührer (IKA Werke, Typ RCTB, Deutschland) 
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,01 mg (Sartorius BP21OS, 
SN: 60904569, Deutschland)  
- pH-Meter (Knick portamess pH, Type 911, SN: 1341113, 
Deutschland) 
- Diverse Pipetten (10 mL, 20 mL, Fa. Fortuna, Deutschland / 
100 - 1000 µL, 500 –5000 µL Eppendorf Reference, Fa. Eppen-
dorf, Deutschland) 
- Spritzenvorfilter (Acetate, Pore Size: 0,22 µm, GEI-W&PT, USA) 
Chemikalien und Reagenzien 
- Acetonitrile (HPLC-Grade, Nr. 1.00030.2500, Fa. Merck, 
Deutschland) 
- Wasser HPLC Grade 
Durchführung 
Es wurden zuerst die Proben WayClear und GR95 sowie die 
Blätter (Eu) mittels HPLC auf Konzentration der verschiedenen Glyco-
side geprüft, ein geeignetes Lösungsmittel für die Proben wie auch 
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die Standards gefunden und eine zeitsparende, gut umzusetzende 
Methode für die HPLC eruiert. 
 
4.3.1 Untersuchung Standardmix 
Herstellung der Stocklösung mit H2O - 1 mg Standard/mL H2O 
Zuerst wurden die Standards von Steviosid und Rebaudiosid A 
eingewogen 1 ± 0,01 mg und in Wasser gelöst [1 mg/mL]. Die Sub-
stanzen lösten sich nicht vollständig auf, sie wurden daher für 30 min 
bei 40 °C ins Wasserbad gestellt. Die Löslichkeit verbesserte sich da-
durch ein wenig. Es wurde eine Standardgerade erstellt (Abb. 5.1 und 
Abb. 5.2). Dazu wurden aus den beiden Lösungen Verdünnungsreihen 
[0,5 mg/mL; 0,4 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,2 mg/mL; 0,1 mg/mL] her-
gestellt. 
 
Probenvorbereitung: 
Extraktion der Steviablätter: 
Verwendet wurden getrocknete Eubiotika Steviablätter (Eu) aus 
Paraguay. Von diesen wurde im Dreifachansatz 1 g eingewogen, wel-
ches dann mit 100 mL 70% MeOH gelöst wurde. Um ein gutes Ergeb-
nis zu erzielen, stellte man den Kolben bei 70°C für 30 min ins Schüt-
telbad. Zur Filtration, der danach deutlich grün gefärbten Flüssigkeit, 
wurde zuerst ein Papierfilter, dann ein Mikrofilter verwendet. Die fil-
trierten Blätterextrakte wurden dann noch weiter auf 1:10 verdünnt 
womit die endgültige Verdünnung von einem Milligramm/Milliliter er-
reicht wurde. 
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Produktproben: 
Um eine Konzentration von 0,3 mg/mL zu erzielen, wurde von 
Stevia „Way Clear“, „GR95“, „TenderDemnim“ und „Tabs“ 3 mg ein-
gewogen und in 10 mL 70 % MeOH gelöst.  
Die gelösten Blätter und Pulver wurden mittels HPLC gemessen 
und auf den Geraden mit H2O und mit Methanol abgelesen. 
Herstellung des Laufmittels 
Als Laufmittel wurde eine Mischung aus Acetonitril/Wasser 
80:20 verwendet. Dieses wurde in der Literatur mehrmals als ideal 
erwähnt [RAJASEKARAN et al., 2007; KOLB et al., 2001; DACOME et 
al., 2005]. Der pH-Wert wurde durch Zugabe von 89 % Phosphorsäu-
re eingestellt und mittels PH-Meter überprüft. 
Beim ersten HPLC-Lauf hatte das Laufmittel einen pH-Wert von 
2,77. Nach der pH-Wert Einstellung wurde das Laufmittel im Ultra-
schallbad entgast. 
Methode 
Der Lauf erfolgte mit der Methode „Stevia 1“: 
Dauer:   60 min 
Flussrate:   1 mL/min 
Laufmittel:   AcN:H2O = 80:20 
Temperatur:  40 °C 
Detektor:  PDA D2 mit 190 – 350 nm  
(Messung bei 190 nm) 
Injektionsvolumen: 20 µL 
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4.3.2 Untersuchung Einzelstandards 
Vorbereitung der Standards 
Um die Glycoside richtig zuordnen zu können, wurde für jeden 
Standard eine eigene Kalibration (0,1 mg/mL; 0,3 mg/mL; 0,5 
mg/mL; 0,7 mg/mL, 1 mg/mL) gemacht. Als Lösungsmittel wurde 
sowohl 70 % Methanol als auch Wasser verwendet. 
Herstellung des Laufmittels und Messung mittels HPLC 
Da beim ersten Lauf die Peaks sehr breit waren, wurde der pH-
Wert verändert. Beim zweiten HPLC-Lauf hatte das Laufmittel einen 
pH-Wert von 3,10. Nach der pH-Wert-Einstellung wurde das Laufmit-
tel im Ultraschallbad entgast. Um eine Zeitersparnis zu erzielen wur-
de außerdem schneller gefahren, d.h. die Flussrate wurde von einem 
auf zwei mL/min erhöhte.  
Methode 
Der Lauf erfolgte mit der Methode „Stevia 3“: 
Dauer:   15 min 
Flussrate:   2 mL/min 
Laufmittel:   AcN:2 = 80:20 
Temperatur:  40 °C 
Detektor:   PDA D2 mit 190 – 350 nm 
(Messung bei 190 nm) 
Injektionsvolumen: 20 µL 
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4.3.3 Löslichkeitsversuche 
Prinzip 
Um die Glycoside der Pflanze Stevia rebaudiana mittels HPLC 
nachweisen zu können, muss man sie zuerst in einem Lösungsmittel 
aus der Matrix lösen. In der Literatur gibt es dazu einige Beispiele wie 
dies am besten durchzuführen ist. Vier dieser Methoden dienten als 
Vorlage und wurden teilweise abgewandelt (Abb. 4.3, 4.4, 4.5, 4.6) 
getestet, um die bestmögliche für weitere Versuche mit dem vorhan-
denen Probenmaterial anzuwenden. Dafür wurde mittels HPLC die 
Konzentration der gelösten Glycoside bestimmt.  
Um mögliche Wechselwirkungen mit enthaltenem Wasser zu 
meiden, und eine einheitliche Matrix zu schaffen, wurden die Proben 
vor den Löslichkeitsversuchen für zwei Stunden bei 105 °C in den 
Trockenschrank gelegt und dann ausgekühlt. 
Die Einwaage der konzentrierten Proben war so ausgerichtet, 
dass sich eine Konzentration von 0,7 mg / mL ergab. 
 
 
4.3.3.1 Löslichkeitsversuch Wasser [GEUNS 2008] 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,01 mg (Sartorius BP21OS, 
SN: 60904569, Deutschland)  
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
- Zentrifuge (eppendorf centrifuge 5810, SN: 10497, Deutsch-
land) 
- Spritzenvorsatzfilter 0,45 µ (VWR, SN: 514-0071, USA) 
- Plastikeinwegspritzen (5 mL) 
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- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Greiner Röhrchen 50 mL Plastik 
- div. Glastrichter 
- Eppendorf Pipetten 
- div. Bechergläser 
- Papierfilter 
- Spatel 
Chemikalien und Reagenzien 
- Destilliertes Wasser 
Durchführung 
 Von dem getrockneten Blätterpulver wurden 500 mg und von 
den beiden Proben 21 mg ausgewogen und mit 30 mL destilliertem 
Wasser in verschließbare Zentrifugenröhrchen gefüllt. Die Ansätze 
wurden für 10 min in 100 °C heißem Schüttelwasserbad gekocht, an-
schließend zentrifugiert und filtriert (Abb. 4.3).  
Nach diesem Schritt wurden die beiden Proben mit dem Sprit-
zenvorsatzfilter filtriert und in HPLC-Vials abgefüllt um dann nochmals 
im Vortex gut durchmischt zu werden. 
Mit dem Überstand des Blattpulvers wurde das Extraktionsver-
fahren noch zwei weitere Male wiederholt. Die so entstandenen drei 
Endlösungen wurden zusammengefügt, mittels Vortex gut durch-
mischt, mit dem Vorsatzfilter filtriert und ebenfalls in HPLC-Vials ab-
gefüllt. Durch diese Prozedur wurde eine zu hohe Konzentration der 
Blattlösung und somit eine Messung außerhalb der Kalibrationskurve 
ausgeschlossen. 
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Abb. 4.3: Löslichkeitsversuch Wasser 
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4.3.3.2 Löslichkeitsversuch Methanol:Wasser 50:50 [SCAGLIANTI 
et al., 2008] 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,01 mg (Sartorius BP21OS, 
SN: 60904569, Deutschland)  
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
- Spritzenvorsatzfilter 0,45 µ (VWR, SN: 514-0071, USA) 
- Plastikeinwegspritzen (5 mL) 
- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Greiner Röhrchen 50 mL Plastik 
- div. Glastrichter 
- Eppendorf Pipetten 
- div. Bechergläser 
- Papierfilter 
- Spatel 
Chemikalien und Reagenzien 
- Destilliertes Wasser  
- Methanol (HPLC-Grade, Nr. 1.06..7.2500, Fa. Merck, Deutsch-
land) 
Durchführung 
Zuerst wurde eine Methanol : Wasser Mischung im Verhältnis  
1 : 1 hergestellt. Dann wurden drei Gramm des Blattpulvers und 21 
mg der Proben eingewogen. Das Blattpulver wurde mit 70 mL und die 
Proben mit 30 mL der Lösungsmittelmischung versetzt (Abb. 4.4). 
Die Ansätze wurden für zwei Stunden bei 70 °C in ein Schüttelwas-
serbad gestellt. Nach den zwei Stunden wurden die Probenlösungen 
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und die Blattlösungen, die nun auf 50 mL reduziert waren, abgekühlt 
und filtriert.  
Nach diesem Schritt wurden die beiden Proben mit dem Sprit-
zenvorsatzfilter filtriert und in HPLC-Vials abgefüllt um dann nochmals 
im Vortex gut durchmischt zu werde 
Der von den Blättern im Filter gebliebene Rückstand wurde 
nochmals in 70 mL Lösungsmittelgemisch gelöst und wieder bei 70 °C 
für zwei Stunden ins Schüttelwasserbad gestellt.  
Danach wurden beide Blattlösungen zusammengeschüttet (100 
mL) und 20-fach mit dem Lösungsmittelgemisch verdünnt (Endkon-
zentration von 1,5 mg/mL), mittels Spritzenvorsatzfilter filtriert und 
in HPLC-Vials zum Vortexen abgefüllt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.4: Löslichkeitsversuch Methanol : Wasser 50:50 
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4.3.3.3  Löslichkeitsversuch Ethanol [KOLB et al. 2001] 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,1 mg (Sartorius BP21OS, SN: 
60904569, Deutschland)  
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
- Spritzenvorsatzfilter 0,45 µ (VWR, SN: 514-0071, USA) 
- Plastikeinwegspritzen (5 mL) 
- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Greiner Röhrchen 50 mL Plastik 
- div. Glastrichter 
- Eppendorf Pipetten 
- div. Bechergläser 
- Papierfilter 
- Spatel 
Chemikalien und Reagenzien 
- Ethanol (HPLC-Grade, Nr. 1.11727, Fa. Merck, Deutschland) 
 
Durchführung 
Zuerst wurde eine 70 % Ethanollösung hergestellt. Vom Blatt-
pulver wurde ein Gramm, von den Proben 21 mg eingewogen. Das 
Blattpulver wurde in 100 mL Ethanollösung, die Proben in 30 mL 
Ethanollösung gelöst (Abb 4.5). Der Ansatz wurde für 30 min bei 70 
°C ins Schüttelwasserbad gestellt. Danach wurde durch den Spritzen-
vorsatzfilter filtriert und in HPLC-Vials zum Vortexen abgefüllt. 
 
 
 
49 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.5: Löslichkeitsversuche Ethanol 
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4.3.3.4 Lösungsmittelversuch Acetonitril : Wasser 80 : 20  [FAO 
JECFA 2007] 
Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,01 mg (Sartorius BP21OS, 
SN: 60904569, Deutschland)  
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
- Spritzenvorsatzfilter 0,45 µ (VWR, SN: 514-0071, USA) 
- Plastikeinwegspritzen (5 mL) 
- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Greiner Röhrchen 50 mL Plastik 
- div. Glastrichter 
- Eppendorf Pipetten 
- div. Bechergläser 
- Papierfilter 
- Spatel 
Chemikalien und Reagenzien 
- Acetonitrile (HPLC-Grade, Nr. 1.00030.2500, Fa. Merck, 
Deutschland) 
- Wasser (HPLC Grade) 
Durchführung 
Zuerst wurde ein Gemisch aus Acetonitril und Wasser im Ver-
hältnis 80 : 20 hergestellt. Von den Proben werden 35 mg und von 
den Blättern 250 mg abgewogen und mit 50 mL des Acetonitril-
Wasser-Gemisches vermischt (Abb. 4.6). Da sich die Proben nicht lös-
ten wurden alle drei Ansätze für 10 min in ein 70 °C heißes Schüttel-
wasserbad gestellt. Nach diesem Schritt waren die Proben gelöst, die 
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Blätter wurden filtriert und alles in HPLC-Vials abgefüllt um es zu 
vortexen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.6: Löslichkeitsversuch Acetonitril/ Wasser 80:20 
 
4.3.4 EinzelGlycosidnachweis 
Prinzip 
 In der Pflanze Stevia rebaudiana sind 9 verschiedene Glycoside 
enthalten, die je nach Art bis zu 300 mal süßer sind als herkömmli-
cher Zucker. Die geschmacklich beste Substanz ist Rebaudiosid A, die 
am höchsten konzentrierte Steviosid. Die anderen 7 Glycoside sind 
zusammengenommen jedoch auch in nicht vernachlässigbaren Men-
gen vorhanden. Um sie zuordnen zu können, wurden sie durch ent-
sprechende Standards mittels HPLC nachgewiesen. 
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Geräte und Hilfsmittel 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,01 mg (Sartorius BP21OS, 
SN: 60904569, Deutschland)  
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
- Spritzenvorsatzfilter 0,45 µ (VWR, SN: 514-0071, USA) 
- Plastikeinwegspritzen (5 mL) 
- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Greiner Röhrchen 50 mL Plastik 
- div. Glastrichter 
- Eppendorf Pipetten 
- div. Bechergläser 
- Papierfilter 
- Spatel 
Chemikalien und Reagenzien 
- Ethanol (HPLC-Grade, Nr. 1.11727, Fa. Merck, Deutschland) 
- Destilliertes Wasser 
Durchführung 
 Die vorhandenen Standards (Steviosid, Rebaudiosid A, Rebau-
diosid B, Rebaudiosid C, Dulcoside A und Steviolbiosid) wurden ein-
zeln eingewogen (1; 0,7; 0,5; 0,3; und 0,1 mg) und in 70 % Metha-
nol durch 10 minütige Behandlung im 70 °C warmen Ultraschallbad 
gelöst – danach gevortext und in die HPLC-Vials abgefüllt. Es wurde 
für jeden Standard eine Kalibrationsgerade angefertigt.  
 Von der Probe WayClear wurden 8 mal 12 mg in 8 mL 70 % 
Methanol gelöst (d.s. 1,5 mg/mL) und mit derselben Prozedur wie die 
Standards behandelt. 
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Da man zu dem Zeitpunkt des Versuchs von WayClear als 
Grundsubstanz für das zukünftige Produkt ausging, wurde dieser Ver-
such für die Blätter nur von den drei HauptGlycosiden Steviosid, Re-
baudiosid A und Rebaudiosid C durchgeführt. Von den gemahlenen 
Blättern wurden drei mal 2 g in 100 mL 70 % Methanol eingewogen. 
Sie wurden bei 70 °C für 45 min ins Schüttelwasserbad gestellt, da-
nach gevortext, filtriert und abgefüllt.  
 Der Nachweis der Glycoside erfolgte aus der Retentionszeit und 
zusätzlich durch Einspritzen von Standardlösung in die Proben. 
 
4.4 NIR-Analytik 
Prinzip 
Die Messung mittels NIR soll als Schnellmethode zur Einkaufs-
kontrolle des Materials bzw. zur Endkontrolle des bestehenden Pro-
duktes etabliert werden, da diese Methode eine zeit- und kostenspa-
rende Alternative zur HPLC-Analytik darstellt. 
Die alleinige Messung mittels NIRS ist jedoch nicht möglich, da 
die einzelnen Wellen den Substanzen nicht zugeordnet werden kön-
nen. Es ist zur Erstellung einer Kalibration eine vorherige Untersu-
chung des Probematerials mit einer abgesicherten Referenzmethode 
notwendig. Diese Referenzmethode ist eine Messung mittels HPLC.  
Acetonitril gilt als bestes Laufmittel zur Analyse von Stevia-
Glycosiden. Da Acetonitril jedoch nicht direkt produziert wird, sondern 
als Abfallprodukt aus der Produktion von Acrylnitril hervorgeht, ist es 
an diese Produktion gekoppelt. Wegen der Wirtschaftskrise sank die 
weltweite Nachfrage nach Acrylamid (z.B.: Herstellung von 
Kunststoffprodukten, Textilfasern) und somit auch der 
Acetonitrilbestand. Aus marktwirtschaftlichen Gründen wurde deshalb 
eine neue Methode zur Analyse der Glycoside entwickelt. Die 
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Entwicklung erfolgte parallel zu dieser Diplomarbeit im Rahmen der 
zweiten Diplomarbeit des Projektes (KECKEIS 2010). Deshalb wurde 
bei diesem HPLC-Lauf als Laufmittel ein Etanol-Wasser-Gemisch 
vorbereitet.  
Geräte und Hilfsmittel 
- HPLC Anlage von Shimadzu 
SCL-10AVP System Controller (Shimadzu, Österreich,  
SN: C21014113832LP) 
SIL-10ADVP Autoinjector (Shimadzu, Österreich, SN: 
C21054109753SA) 
LC-10ADVP Solvent Delivery Module (Shimadzu, Österreich,  
SN: 20964130360CS) 
DGU-14A Degasser (Shimadzu, Österreich) 
CTO-10ACVP Column Oven (Shimadzu, Österreich,  
SN: C21034330204CS) SPD-M10AVP Diode Array Detector 
(Shimadzu, Österreich, SN: C20904170790US) 
- Auswertung mit LabSolutions LC Solution Software (Shimadzu, 
Österreich, VN: 1.03 SP3)  
Asahipak NH2P-50 4E 250 mm x 4,6 mm (Shodex Japan, 
LotNR.: 090224) 
Packed Column Asahipak NH2P-50G (Shodex Japan, LotNR.: 
P902062) 
- Stand-Alone Holder (SN: 59660-U) 
- HPLC-Vials (Weißglas + PVC-Verschlüsse) 
- Schüttelwasserbad (GFL 1086, SN: 10229698C, Deutschland) 
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- Ultraschallbad (Bandelin Electronic, Typ: RK100H Deutschland, 
SN: 312210 162) 
- Magnetrührer (IKA Werke, Typ RCTB, Deutschland) 
- Vortex-Mixer (Janke & Kunkel IKA Labor Technik, Typ VF 2, 
Deutschland) 
- Analysenwaage Genauigkeit: ± 0,01 mg (Sartorius BP21OS, 
SN: 60904569, Deutschland)  
- pH-Meter (Knick portamess pH, Type 911, SN: 1341113, 
Deutschland) 
- Diverse Pipetten (10 mL, 20 mL, Fa. Fortuna, Deutschland / 
100 - 1000 µL, 500 –5000 µL Eppendorf Reference, Fa. Eppen-
dorf, Deutschland) 
- Spritzenvorfilter (Acetate, Pore Size: 0,22 µm, GEI-W&PT, USA) 
Chemikalien und Reagenzien 
- Acetonitrile (HPLC-Grade, Nr. 1.00030.2500, Fa. Merck, 
Deutschland) 
- Wasser (HPLC-Grade) 
- ortho-Phosphorsäure 89 % (reinst, Nr. 1.00564.2500, Fa. 
Merck, Deutschland) 
- Ethanol (HPLC-Grade, Nr. 1.11727, Fa. Merck, Deutschland) 
Methode 
Der Lauf wurde mit folgender Methode durchgeführt: 
Dauer:   15 min 
Flussrate:  2 mL/min 
Laufmittel:  Ethanol : Wasser 92 : 8 
Temperatur:  40 °C 
Detektor:  PDA D2 mit 190 – 350 nm  
(Messung bei 190 nm) 
Injektionsvolumen: 20 µL 
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Durchführung 
Von den 32 gemahlenen zu untersuchenden Proben wurden in 
Doppelbestimmung je 0,5 g  ± 0,1 mg eingewogen und in 1 mL Etha-
nol gelöst. Dazu wurden sie bei 70 °C für 30 min in ein Schüttelwas-
serbad gestellt und danach für 10 min in ein Ultraschallbad. Die Lö-
sungen aus Pulver und Tabs wurden abgefüllt, die Lösungen aus den 
Blättern nochmals mit Mikrofilter filtriert und dann ebenfalls in HPLC-
Vials gefüllt und mittels HPLC gemessen.  
 
4.5 Messung mittels Nahinfrarotspektrometrie 
Prinzip 
Die Nahinfrarotspektroskopie ist eine analytische Methode die 
den Bereich des kurzwelligen Infrarotlichts nutzt und Molekül-
schwingungen anregt (siehe 2.4.4) 
Geräte und Hilfsmittel 
- Nahinfrarotspektrometer (MATRIX-I FT-NIRS, Bruker Optics, 
Deutschland) 
- Auswertung mit OPUS Software (Bruker Optics, Deutschland) 
- Auswertung mit the unscrambler Software (CAMO ASA, Norwe-
gen) 
- NIR-Standardbecher 
Chemikalien und Reagenzien 
Keine 
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Durchführung 
 Die 32 vorbereiteten, gemahlenen Proben wurden in die NIR-
Standardbecher gefüllt (nicht gepresst) und im Doppelansatz gemes-
sen. Die Untersuchung der Glycosidgehalte erfolgte mittels HPLC-
Technik durch jeweils eine Doppelbestimmung entsprechend der Me-
thode Methanol/Wasser [KECKEIS 2010] (weitere Details siehe 4.4).  
Da der Probensatz nur sehr gering war, wurde um die Qualität 
der Methode zu prüfen, eine Kreuzvalidierung durchgeführt. Es wurde 
eine gemeinsame Kalibration für Blätter und Proben erstellt, wie auch 
eine die nur Blätter bzw. Proben berücksichtigte.  
 
4.6 Statistische Methoden 
Prinzip 
 Mit Hilfe von statistischen Methoden werden Beobachtungser-
gebnisse (Messwerte) durch charakteristische Größen beschrieben. 
Dadurch können die Daten leichter gefiltert, z. B. nach interessanten 
Abweichungen, oder verglichen werden, z. B. Vergleich der Mittelwer-
te aus 2 Messreihen. 
Hilfsmittel 
- Office Excel® 2007 (Fa. Microsoft®, USA) 
 
4.6.1 Arithmetisches Mittel (Mittelwert) 
Prinzip 
 Voraussetzung für die Berechnung des Arithmetischen Mittels 
sind metrische Daten, die möglichst symmetrisch und eingipflig ver-
teilt sind. Eine Reihe von n Messwerten bezeichnet man als die Stich-
probe. Der arithmetische Mittelwert  der Stichprobe x1, x2,…,xn ist 
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die Summe dieser Werte, geteilt durch deren Anzahl n [CLAUSZ et al, 
2002]. 
Durchführung 
 Die Mittelwerte wurden durch die Excelfunktion  =Mittelwert() 
berechnet beziehungsweise aus der Statgraphics Summary Statistics 
entnommen. 
Berechnung 
        Gl. 8  
 
4.6.2 Varianz, Standardabweichung, Variationskoeffizient 
Prinzip 
 Einzelmessungen weichen vom Mittelwert, bedingt durch Zufalls-
fehler, ab. Daher erlauben diese Abweichungen einen Rückschluss auf 
die Zuverlässigkeit der Messung. Die empirische Varianz s2 ist die 
Summe der Quadrierten Abweichungen aller einzelnen Messwerte x1, 
x2,…,xn vom arithmetischen Mittelwert , geteilt durch die um 1 redu-
zierte Anzahl der Meßwerte n (siehe Gl. 7-5). Bei Division durch n, 
würde die Varianz systematisch zu klein bewertet [CLAUSZ et al., 
2002]. 
 Da die Varianz eine quadratische Maßzahl ist, wird häufig die 
Standardabweichung s verwendet, da diese die gleiche Dimension wie 
die Messwerte beziehungsweise der Mittelwert aufweist. Per Definition 
ist die Standardabweichung die Wurzel aus der Varianz s2 [HARTUNG 
et al., 2002]. 
 Für den Variationskoeffizienten (VK) wird die Standardabwei-
chung s zum Mittelwert  in Beziehung gesetzt. z. B. Ist die Stan-
dardabweichung 10, wäre das bei einem Mittelwert von 1000 recht 
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gut. Bei einem Mittelwert von 5 ist die Messmethode extrem fehler-
behaftet. Der Variationskoeffizient berechnet sich aus Standardabwei-
chung s dividiert durch  mal 100 und wird in % angegeben.  
Durchführung 
 Die Standardabweichung wurde durch die Excelfunktion  
=Stabw() berechnet beziehungsweise aus der Statgraphics Summary 
Statistics entnommen. 
 Der VK berechnet sich im Excel  =Stabw() / Mittelwert() * 100 
oder wird aus Statgraphics Summary Statistics entnommen. 
Berechnung 
  Varianz    s2 = 1/(N-1) * ∑ (x –  )2      Gl. 9  
 
  Standardabweichung  s = √s2      Gl. 10  
 
  Variationskoeffizient  VK [%] = s /  * 100   Gl. 11  
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5 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 
5.1 Probenaufbereitung und Vorbereitung 
Die nachfolgenden eigenen Bestimmungen der Trockensub-
stanz, Rohasche und Proteingehaltes wurden mit denen aus der Lite-
ratur (Tabelle 6) verglichen. 
Tab. 6:  Nutrient composition of stevia per 100gm (dry wt. basis) (SAVITA S.M.,2004) 
 
 
5.1.1 Bestimmung der Trockensubstanz 
Die verwendeten Proben waren alle luftgetrocknet bzw. vorbehan-
delt – es wurde also die absolute Trockenmasse bestimmt. Die Tro-
ckensubstanz ist eine wichtige Kenngröße, um weitere Untersuchun-
gen durchzuführen und deren Ergebnisse zu normieren und unabhän-
gig vom Wassergehalt der Probe darzustellen. 
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Aus den vorhandenen Ergebnissen (Tabelle 7) lässt sich erken-
nen, dass die Proben WayClear und GR 95, obwohl beides aufgerei-
nigte Pulver sind, einen sehr unterschiedlichen Wassergehalt und da-
mit Trockensubstanz haben. Die beiden Pulver enthalten trotz bereits 
vorangegangener Trocknung im Rahmen der Herstellung noch 3,43 
(WayClear) und 0,6 % (GR95) Wasser.  Obwohl beides vorbehandelte 
Steviapulver sind, ist hier ein enormer Unterschied sichtbar. 
Der ermittelte Wassergehalt von 6,9 % der Blätter wurde mit 
vorhandener Literatur verglichen (Tab. 5) und geht damit konform. 
 
Tab. 7: Ergebnisse Trockensubstanzbestimmung 
Probe m 0 m 1 TS [%]  TS [%mas] W [% mas]  W [%mas] 
BL 1 3,00 2,79 93,10 
93,10 ± 0,00 
6,90 
6,90 ± 0,00 
BL 2 3,00 2,79 93,09 6,91 
GR95(1) 3,00 2,99 99,55 
99,40 ± 0,21 
0,45 
0,60 ± 0,21 
GR95(2) 3,00 2,98 99,25 0,75 
WayCl(1) 3,00 2,90 96,65 
96,57 ± 0,11 
3,35 
3,43 ± 0,11 
WayCl(2) 3,00 2,90 96,49 3,51 
 
 
5.1.2 Bestimmung der Rohasche 
Der Rohaschegehalt gibt den Anteil an anorganischen Stoffen (d.s. 
vor allem Mineralstoffe) an. Da die pflanzliche Zusammensetzung von 
sehr vielen Faktoren abhängt, kann der Aschegehalt, wie auch andere 
Parameter stark schwanken. 
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In Tabelle 8 sieht man, dass die vorbehandelten Proben in Mi-
neralstoffgehalt sehr ähnlich sind. Da sie im Vergleich zu den Blättern 
so gut wie keine Rohasche mehr aufweisen, kann man davon ausge-
hen, dass die Mineralstoffe während der Aufreinigung verloren ge-
gangen sind oder entfernt wurden. 
 Der Aschegehalt der Blätter ist deutlich geringer als der in der 
Literatur beschriebene (Tabelle 6). Da es sich um biologisches Mate-
rial handelt, kann der Grund dafür veränderte klimatische oder vege-
tative Bedingungen sein.  
 
Tab. 8:  Ergebnisse Rohaschebestimmung 
 Probe m1 E m2 G [% mas]  G [% mas] 
BL 1 56,81 2,08 56,95 6,65 
6,69 ± 0,05 
BL 2 57,16 2,07 57,30 6,72 
GR95(1) 49,24 2,06 49,24 0,01 
0,02 ± 0,01 
GR95(2) 54,63 2,02 54,63 0,03 
WayCl(1) 58,77 2,05 58,77 0,07 
0,07 ± 0,01 
WayCl(2) 56,82 2,08 56,82 0,06 
 
 
5.1.3 Bestimmung des Proteingehalts 
Die Bestimmung des Protein- und Stickstoffgehalts wurde mit-
tels Kjeldahlverfahren durchgeführt. Die aufgereinigten Proben erwie-
sen sich als sehr schäumend und wurden deshalb mehrmals analy-
siert. Auch nach Start bei niederer Temperatur (150 °C) und äußerst 
langsamer Erhöhung der selbigen konnte die Schaumbildung nicht 
verhindert werden. 
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Trotz der Probleme bei der Versuchsdurchführung und der dar-
aus resultierenden hohen Standardabweichung bei WayClear ist er-
kennbar (Tab. 9), dass die aufgereinigten Proben im Mittel < 1 % 
Protein enthalten.  
Der Proteingehalt der Blätter beträgt ca. 12,5 %, was unter Be-
rücksichtigung der unterschiedlichen Wachstumsbedingungen mit den 
Werten aus Tab. 6 konform geht.  
 
Tab. 9: Ergebnisse Proteingehalt 
  EW mgN mg N/100g  N  [% mas] P  [% mas]  P [% mas]  
BL 1 2,01 40,16 1995,71 2,00 12,47 
12,48 ± 0,01 
BL 2 2,01 40,21 1997,56 2,00 12,48 
GR95(1) 2,01 0,35 17,45 0,02 0,11 
0,10 ± 0,03 GR95(2) 2,00 0,41 20,43 0,02 0,13 
GR95[1] 2,03 0,22 10,77 0,01 0,07 
WayCl(1) 2,00 3,30 164,92 0,16 1,03 
0,57 ± 0,37 
WayCl(2) 2,01 2,30 114,03 0,11 0,71 
WayCl[1] 2,04 0,81 39,76 0,04 0,25 
WayCl[2] 2,01 0,90 44,83 0,04 0,28 
 
 
5.1.4 Bestimmung des Zuckergehalts 
Um sicherzustellen, dass die Süße von Steviapräparaten nicht 
aus herkömmLichen Zucker hervorgeht, sondern tatsächlich nur von 
den Glycosiden, wurden die Proben auf freie Saccharose, Glucose und 
Fruktose getestet. In den Blättern sind demzufolge (Tabelle 10) zwi-
schen 10,07 % und 11.10 % Zucker enthalten, in den Proben wurde 
dieser durch die vorherige Aufreinigung entfernt (Tabelle 10). 
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Tab. 10: Glucose-, Saccharose- und Fruktose Gehalt von Blättern, WayClear und GR95 
 
 
5.2 HPLC-Vorversuche 
5.2.1 Untersuchung Standardmix 
Nachführend (Abb. 5.1 und Abb. 5.2) sind die in Wasser gelös-
ten Glycosid-Standards als Kalibrationsgeraden dargestellt. Die Lö-
sung der Standards stellte ein Problem dar, da sie sich nicht richtig 
lösten. Trotz dessen wurde eine Kalibration mit einem Bestimmt-
heitsmaß von 1,000 für Steviosid bzw. 0,999 für Rebaudiosid A er-
zielt. 
Kalibration 
RSQ Steviosid = 1,000 bzw. Rebaudiosid A = 0,999 
 
 
Abb. 5.1: StandartMIX Gerade Steviosid (gelöst in Wasser) 
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Abb. 5.2: StandardMix Gerade Rebaudiosid A (gelöst in Wasser) 
 
Beim ersten Lauf des Standardmix mit der Methode „Stevia 2“, 
mit einem Laufmittel pH von 2,77 und einem Lauf von 1 mL/min fin-
det man den Steviosid - Peak bei ~9 min und den Rebaudiosid A-
Peak bei ~14 min (Abb. 5.3). Auffallend sind die relativ breiten 
Peaks. 
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Abb. 5.3: Standardmix Steviosid u Reb A Peak 1 (Steviosid) = 2.011 303 bei ~ 9min / Peak 2 
(Reabusdiosid A) =    1.415 153 bei ~ 14 min 
2 1 
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5.2.2 Untersuchung Einzelstandards 
 Auf Grund der Ergebnisse aus Versuch 1 und um zukünftig die 
Glycoside eindeutig den Standards zuordnen zu können, wurden Ka-
librationen mit Einzelstandards (in Wasser und in 70 % Methanol) 
(Abb. 5.5, 5.6) durchgeführt und um die Retentionszeit (RT) zu ver-
kürzen, wurde der Lauf nochmals mit 2 mL/min eingestellt. 
Kalibration Wasser 
RSQ Steviosid = 0,999 bzw. Rebaudiosid A = 0,998 
Kalibration Methanol 
RSQ Steviosid = 0,993 bzw. Rebaudiosid A = 0,999 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.4: oben: li: Einzelstandard Gerade Steviosid; re: Reb A (gelöst in Wasser); unten: li: Einzelstan-
dard Gerade Steviosid; re: Reb A (gelöst in 70%  Methanol 
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 Mit dieser Methode verkürzte sich die RT von ~14 min bei Reb 
A auf ~6 min und bei Steviosid von ~9 min auf ~4 min. Das ergibt 
eine Zeitersparnis von ca. 50 %. Dadurch und durch eine Verände-
rung des pH-Werts auf 3,1 wurden auch die Peaks schärfer. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.5: Steviosid in Wasser (RT bei: ~ 4min) 
 
  In 70 % Methanol lösten sich die Standards besser als in des-
tilliertem Wasser (mit Auge sichtbar). Vor allem bei Rebaudiosid A 
gab es eine deutliche Verbesserung. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.6: Rebaudiosid A in Wasser (RT bei ~ 6 min) 
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 Basierend auf diesen vier Kalibrationsgeraden (Abb. 5.4) wurde 
eruiert, ob man die Glycoside in den Proben zuordnen kann. Es wurde 
auch die Konzentration der Proben gemessen (Tab. 11 u. Tab. 12). 
 
Tab. 11 Proben gemessen mit Kalibration Wasser 
 
Steviosid Reb A 
Probe [mg/mL] [mg/g] [mg/mL] [mg/g] 
Wayclear 0,47 472,17 0,20 196,12 
GR95 0,09 89,80 1,20 1196,97 
Tenderd. 0,56 561,57 0,26 261,63 
Tab 0,15 151,74 0,01 11,67 
Blatt 1 0,16 161,49 -0,01 -9,68 
Blatt 2 0,18 183,57 -0,01 -10,06 
Blatt 3 0,15 145,89 -0,01 -10,10 
 
 
 
  Tab. 12 Proben gemessen mit Kalibration Methanol 
 
Steviosid Reb A 
Probe [mg/mL] [mg/g] [mg/mL] [mg/g] 
Wayclear 0,27 274,01 0,20 196,79 
GR95 -0,12 -124,14 0,60 599,32 
Tenderd. 0,37 367,10 0,37 374,77 
Tab -0,06 -59,65 0,31 314,75 
Blatt 1 -0,05 -48,48 0,00 4,21 
Blatt 2 -0,05 -46,18 0,00 3,91 
Blatt 3 -0,05 -50,10 0,00 3,87 
 
Bei diesen Messungen wurde kein Doppelansatz durchgeführt, 
da in erster Linie überprüft wurde, ob eine Zuordnung möglich ist. 
Trotzdem wurden die einzelnen Proben auf Konzentrationen geprüft. 
Man kann in den obigen Tabellen deutliche Unterschiede bei den Kon-
zentrationen erkennen. Dies liegt daran, dass die Standards in ver-
schiedenen Lösungsmitteln gelöst wurden und somit auch unter-
schiedlich in der Löslichkeit waren. Zusammenfassend kann gesagt 
werden, dass sich sowohl Standards als auch Proben bzw. Blätter in 
Methanol deutlich besser lösen als in reinem Wasser. 
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 Auf Grund der Reinheit stellte die Zuordnung der Glycoside aus 
den Proben kein Problem dar. Um jedoch Steviosid und Rebaudiosid A 
im Blattauszug eindeutig zu identifizieren, wurde den Extrakten ge-
löster Standard beigemischt. Das Gemisch wurde nochmals in die 
HPLC zur Analyse injiziert. Nach der Injektion des externen Standards 
war eine Zuordnung der Glycoside einwandfrei möglich (Abb. 5.7).  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.7: HPLC – Chromatogramme links: Blatt ohne Standard; rechts Blatt mit Standard; 1 = Stev; 2 = 
Reb A 
 
 
5.2.3 Löslichkeitsversuche 
Da in der Literatur verschiedene Lösungsmittel erwähnt und ver-
wendet werden, wurden die vier häufigsten (d.s. Methanol, Ethanol, 
Wasser und Acetonitril) (Tab. 11, Tab. 12, Tab. 13) miteinander ver-
glichen. 
Tab. 13 Ergebnis Löslichkeitsversuche Blätter 
LM 
 Steviosid  
[mg/g] 
 Rebaudiosid A 
mg/g] 
50%MetOH 133,22 ± 3,79 34,71 ± 1,33 
70%EtOH 194,40 ± 26,17 43,77 ± 1,46 
Wasser 55,27 ± 0,06 36,56 ± 1,11 
ACN/H2O 79,02 ± 1,48 18,38 ± 6,09 
1 2 1 2 
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 Wie aus Abbildung 5.10 ersichtlich, ist (im Vergleich) das beste 
Lösungsmittel, um Glycoside aus getrockneten Blättern zu extrahie-
ren 70 % Ethanol. Dabei ist die Extraktionsrate von Steviosid mit 70 
% Ethanol fast viermal größer als zum Beispiel mit Wasser. Der Un-
terschied zwischen einer Extraktion mittels 70 % Ethanol bzw. Was-
ser bei Rebaudiosid A ist im Vergleich dazu marginal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.8: Ergebnis Löslichkeitsversuche Blätter 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.9: Ergebnis Löslichkeitsversuche GR95 
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GR95 überzeugt durch einen sehr hohen Gehalt an Rebaudiosid 
A (Abb. 5.11). Die Lösungsmittel 50 % Methanol und 70 % Ethanol 
liefern dabei annähernd dieselben Ergebnisse. Die Erhitzung bei der 
Lösung mittels Wasser kann ein Grund für die geringe 
Steviosidkonzentration sein. 
 
Tab. 14: Ergebnis Löslichkeitsversuche GR95 
LM 
 Steviosid 
[mg/g] 
  Rebaudiosid A 
[mg/g] 
50%MetOH 93,49 ± 0,45 700,33 ± 3,82 
70%EtOH 70,96 ± 16,98 662,28 ± 27,59 
Wasser -3,00 ± 2,58 596,10 ± 30,54 
ACN/H2O 45,84 ± 7,61 855,24 ± 53,99 
 
Bei WayClear (Abb. 5.12) liefern Methanol und Ethanol sehr 
ähnliche Ergebnisse (Unterschied von ca. 4 %). Acetonitril liegt bei 
der Extraktion wieder weit vorne (ca. 21%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.10: Ergebnis Löslichkeitsversuche Way Clear 
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Tab. 15: Ergebnis Löslichkeitsversuche Way Clear 
LM 
 Steviosid  
[mg/g] 
 Rebaudiosid A  
[mg/g] 
50%MetOH 411,01 ± 0,16 105,89 ± 1,48 
70%EtOH 427,98 ± 15,82 96,14 ± 1,99 
Wasser 325,58 ± 33,89 93,68 ± 0,16 
ACN/H2O 518,42 ± 84,98 128,30 ± 12,02 
 
Fazit: 
Aus den obigen Abbildungen ist ersichtlich, dass die Konzentra-
tionen aus den einzelnen Lösungsmittelversuchen nicht miteinander 
vergleichbar sind. Es ist deutlich erkennbar, dass die beiden Glycoside 
Steviosid und Rebaudiosid A sich unabhängig voneinander, unter-
schiedlich gut bzw. schlecht in den Lösungsmitteln lösen lassen. So 
scheint Wasser ein relativ gutes Lösungsmittel für Rebaudiosid A zu 
sein, schneidet jedoch bei der Lösung von Steviosid mit Abstand am 
schlechtesten ab.  
Acetonitril liefert die besten Ergebnisse. Es ist jedoch sehr un-
ökonomisch und derzeit als Rohstoff knapp, deshalb scheidet es als 
Lösungsmittel aus. 
Ethanol und Methanol sind in der Qualität als Lösungsmittel an-
nähernd gleich gut. Bei der Extraktion von Blättern liefert Ethanol je-
doch die besseren Ergebnisse (Abb. 5.10) und wird deshalb zukünftig 
als Lösungsmittel verwendet. 
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5.2.4 EinzelGlycosidnachweis 
Um die einzelnen Peaks auch sicher den Glycosiden 
zuzuordnen, wurden Kalibrationen mit externen Standards gemacht 
und anhand dieser (Abb. 5.13), die Konzentrationen berechnet. Die 
Retentionszeit gab Auskunft über das Glycosid.  
 
 
 
  
Abb. 5.11: Kalibrationen der Standards von Steviosid, Reb A, Reb B, Reb C, Dulcoside A und 
Steviolbiosid 
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Tab. 16: Retentionszeiten und Bestimmtheismaß der 6 Glycosidstandards 
Glycosid RT [min] R2 
Steviosid 3,7 0,996 
RebA 6,o 0,993 
RebB 3,2 0,998 
RebC 4,5 0,983 
DA 2,9 0,996 
SB 2,2 0,99 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.12: Chromatogramm von WayClear  mit Angabe der Glycoside 
           SB     DA              Stev      Reb C                Reb A 
Reb B 
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Als Beispiel ist ein Chromatogramm von WayClear angeführt 
(Abb. 5.14). Hier kann man die einzelnen Glycoside gut erkennen und 
voneinander unterscheiden. Wichtig bei dieser Analyse ist, dass die 
Standards permanent eingespritzt werden da es durch 
Laufmitteltausch zu Unterschieden in der Retentionszeit führen kann. 
 
 
Abb. 5.13 Vergleich Zusammensetzung Way Clear   
 
 
Abb. 5.14 Vergleich Zusammensetzung Blätter 
 
Mittels der Standards wurde WayClear (Abb. 5.15) auf seine 
Glycosidkonzentration untersucht. Bei den Blättern (Abb. 5.16) 
wurden die drei Hauptglycoside, die für eine Aufreinigung in Frage 
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kommen, eruiert. Bei den Proben handelt es sich um ca. ein Jahr alte 
(Way alt, Blatt alt), und neue Proben. 
5.3 HPLC-Voranalyse für NIRS 
Die 32 Steviaproben wurden mittels NIR analysiert um heraus-
zufinden, ob dieses Verfahren bei den Steviaglycosiden anwendbar 
ist. Es liefert im Vergleich zur HPLC sehr rasch Ergebnisse und eignet 
sich dadurch gut um geerntete Blätter nach Glycosidgehalt einzuord-
nen bzw. bereits hergestellte Pulver zu prüfen. Das prüfende Refe-
renzverfahren war eine Analyse mittels HPLC, wobei externe Stan-
dards zur Qualifizierung und Quantifizierung verwendet wurden. Die 
HPLC  Kalibrationen für Steviosid und Rebaudiosid A sind in Abb. 5.17 
angegeben. 
 
 
 
 
 
 
 
 Abb. 5.15: Kalibrationsgeraden Steviosid und Rebaudoisid A in Methanol: Wasser 92:8 
 
Die aus den HPLC-Analysen erhaltene Zusammensetzung der 
32 Proben ist anhand des unten angeführten Diagrammes (Abb. 5.18 
bzw. Tab. 15) zusammengefasst. 
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Abb. 5.16: Zusammensetzung der 32 NIR – Proben 
 
Tab. 17: Zusammensetzung der 32 NIR – Proben (in grün die Blattproben) 
Nr. Steviosid Rebaudiosid A Gesamt 
01 483,28 183,03 666,31 
02 71,64 -5,05 66,59 
03 199,74 68,15 267,89 
04 74,28 -4,82 69,46 
05 572,51 228,15 800,66 
06 383,10 129,99 513,09 
08 344,28 347,98 692,26 
10 138,19 41,74 179,92 
12 328,37 142,82 471,19 
14 113,54 56,47 170,01 
15 159,41 56,10 215,51 
16 100,67 38,95 139,62 
17 101,26 38,81 140,07 
18 70,12 23,41 93,52 
19 45,26 39,05 84,31 
20 137,03 59,90 196,92 
21 130,00 85,32 215,33 
22 37,26 4,32 41,58 
23 42,25 0,00 42,25 
24 515,11 180,80 695,92 
25 153,54 111,34 264,87 
26 504,76 200,83 705,59 
27 209,04 47,81 256,85 
28 36,62 135,48 172,09 
30 153,84 33,73 187,57 
31 18,95 5,30 24,26 
32 110,73 50,85 161,58 
33 80,68 21,05 101,73 
bl 109,20 32,94 142,14 
gr 100,63 861,75 962,38 
w 320,64 103,84 424,47 
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Um einen groben Überblick der wichtigsten Merkmale zu schaf-
fen, wurden mit den Messergebnissen der Proben Boxplots (Abb. 5.19 
und Abb. 5.20)erstellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.17: Probenmaterial NIR: Boxplot Steviosid 
 
Der größte Unterschied zwischen Blättern und gereinigten Pro-
dukten lässt sich auf den ersten Blick erkennen (Abb. 5.19). Der Kon-
zentrationsbereich von Steviosid ist bei den gereinigten Proben viel 
weiter gestreut als bei den Blättern. Finden sich bei den Blättern 50 
% der Daten um hundert Milligramm, so sind diese 50 % bei den ge-
reinigten Stoffen zwischen 100 und 500 Milligramm verteilt. Da sich 
in beiden Fällen der Median innerhalb der Box leicht rechts befindet, 
kann auf eine Linksschiefe der zugrundeliegenden Verteilung der 
Messdaten geschlossen werden. Eine Normalverteilung kann wegen 
der Asymmetrie des Boxplots und der Ausreißer außerdem ausge-
schlossen werden.  
Die Darstellung der Rebaudiosid A Konzentration gibt ein ähnli-
ches Bild. Befinden sich 50 % der Blätter in einem sehr engen Bereich 
um 50 – 70 Milligramm, so sind diese mittleren 50 % bei den gerei-
nigten Pulvern erneut sehr breit (zwischen 50 und 200 mg) verteilt. 
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Abb. 5.18: Probenmaterial NIR: Boxplot Rebaudiosid A 
 
In Abb. 5.21 ist die Korrelation zwischen Steviosid und 
Rebaudiosid A dargestellt. Eine höhere Konzentration an Steviosid 
geht einher mit einer erhöhten Rebaudiosid A-Konzentration. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.19: Probenmaterial NIR: Korrelation zwischen Steviosid und Rebaudiosid A Konzentration 
 
Das Ziel der Aufreinigung ist es, einen möglichst hohen Gehalt 
an Rebaudiosid A und einen geringen an Steviosid zu erlangen. Die 
beiden Ausreißer der Grafik sind Extrakte die in diesem Sinne bear-
beitet wurden. In ihnen ist die Rebaudiosid A Konzentration höher als 
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die Steviosidkonzentration bzw. im Vergleich zu den anderen Proben 
stark erhöht.  
 
5.4 Untersuchung mittels NIR 
Um die Qualität der NIR-Methode zu ermitteln, muss sie validiert 
werden. Dies kann auf zwei unterschiedliche Arten geschehen; durch 
Kreuzvalidierung oder durch Test-Set-Validierung. Da in diesem Fall 
zu wenige Proben für eine Test-Set-Validierung vorhanden waren, 
wurde die Kreuzvalidierung gewählt. Aus dem Kalibrierdatensatz wur-
de je das Spektrum einer Probe entnommen und mit den anderen 
Proben die Kalibrierfunktion berechnet. Anhand dieser Funktion wurde 
die entnommene Probe analysiert und der ermittelte Wert mit den 
Referenzwerten verglichen. Dann wurde das entfernte Spektrum dem 
Gesamtsatz wieder hinzugefügt und die selbe Prozedur mit der nächs-
ten Probe gemacht, bis jede Probe einmal auf diese Weise analysiert 
wurde. Das Ergebnis ist der RMSECV (mean square error of cross va-
lidation), dies ist der Fehler der sich aus der Differenz der ermittelten 
Werte aller Spektren zu den tatsächlichen Konzentrationen ergibt 
(Abb. 5.23) und ein Maß für die Vorhersagegenauigkeit der Methode. 
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Alle Proben 
Tab. 18 Spannweite der Stevia-Glycoside inkl. Mittelwert aller Proben 
Variable Einheit n Min. Max. Mittelwert 
Rebaudiosid A mg/g 31 -5,05 533,85 107,53 
Steviosid mg/g 31 18,95 572,5 214,07 
n: Probenzahl 
R2: Bestimmtheitsmaß 
RMSEE: mittlerer Vorhersagefehler der Kalibrierung 
RMSECV: mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung 
 
Tab. 19 Zusammenfassung der Methodeneinstellung für alle Proben 
Variable n  Ranks Region Preprocessing R
2 
Cal R
2
 Val RMSEE RMSECV 
Rebaudiosid A 31 7 4601,3 - 4246,4 first Der. + MSC 95,63 88,95 25 37,3 
Steviosid 31 7 4601,3 - 4423,8 no preprocessing 94,4 88,23 41,9 56,9 
n: Probenzahl 
R2: Bestimmtheitsmaß 
RMSEE: mittlerer Vorhersagefehler der Kalibrierung 
RMSECV: mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung 
 
Die besten Ergebnisse für die Kalibrierfunktion von Reb A wur-
den mittels einer Kombination der Datenvorbehandlung (1. Ableitung 
und MSC) erreicht (Abb. 5.24), diejenigen von Steviosid ohne spekt-
rale Vorbehandlungen. 
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Der für die Bestimmung geeignete Frequenzbereich liegt bei 
Steviosid von 4601,3–4423,8 cm-1 und bei RebA von 4601,3–4246,4 
cm-1 (die Ergebnisse basieren auf einer Berechnung von OPUS). Bei 
Ausschluss dieses Bereiches, bei Verwendung anderer Frequenzberei-
che und auch bei anderen Datenvorbehandlungen verschlechterten 
sich die statistischen Parameter. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.20: Kalibration und Validierung der Blätterproben (x Achse = NIRS, y Achse = HPLC): a Kali-
bration Reb A; b Validierung Reb A; cKalibration Steviosid; d Validierung Steviosid ;  
 
Wenn NIR Proben in ihrer Zusammensetzung sehr ähnlich sind, 
verlaufen die einzelnen Wellen im Spektrum parallel. Dies hilft um 
vergleichbare bzw. abweichende Materialien auf einen Blick zu erken-
nen und diese bei Abweichung (Abb. 5.27) gegebenenfalls nochmals 
zu untersuchen. 
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Abb. 5.21: NIR Spektrum: gesamter Bereich des Spektrums 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.22: NIR Spektrum: Spektralbereich der Glycoside 
 
 
 
 
 
Wasserpeak 
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Bei den Spektren der untersuchten Proben waren die Wellen 
nicht parallel und – auf den ersten Blick eher ungeordnet und nicht 
zusammenhängend.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.23: NIR Spektrum: 32 untersuchte Proben 
 
Besonders hervorgestochen sind die Proben NR 22 und 23 (Abb. 
5.27), da sie im Vergleich zum Rest vollkommen andere optische Ei-
genschaften aufweisen.  Dies kann das Resultat einer abweichenden 
Aufreinigung oder auch einer Substanz sein, die in den übrigen Pro-
ben nicht vorhanden ist. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.24: NIR Spektrum: abweichende Proben 22 u. 23 
Proben 22 und 23 
Proben 22 und 23 
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Es wurden zwei verschiedene Probenarten - nämLich getrockne-
te Blätter (Abb. 5.29) und aufgereinigte Pulver (Abb. 5.30) unter-
sucht. Um herauszufinden ob eine getrennte Kalibration sinnvoll ist, 
wurde für diese auch getrennt voneinander ein Spektrum erstellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.25: NIR Spektrum: Spektrum diverser Blätter 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.26: NIR Spektrum: Spektrum diverser gereinigter Steviapulver 
 
Man kann deutlich erkennen, dass die einzelnen Blätter- (Abb. 
5.29) wie auch die Pulverspektren (Abb. 5.30) untereinander gut zu-
sammenpassen.  
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Abb. 5.27: NIR Spektrum: deutliche Unterschiede zwischen Blätter und gereinigtem Material 
 
Überlagert man beide, so wird jedoch klar, dass durch die 
Aufreinigung eine neue Matrix  und somit neue optische Eigenschaf-
ten geschaffen wurden (Abb. 5.31) und die beiden Proben nur 
schlecht für eine einzige Kalibration genutzt werden können. Es wird 
daher empfohlen sie nicht in derselben Untersuchung zu verwenden 
und – zur Gewährleistung guter Ergebnisse getrennte Kalibrationen 
zu erstellen.  
Mit dem vorhandenen Material wurde getrennt nach Blättern 
und Pulvern je eine Kalibration erstellt. Da nur sehr wenige unter-
schiedliche Proben zur Verfügung standen, ist die entstandene Kalib-
ration nicht aussagekräftig und kann NICHT für weitere Zwecke ver-
wendet werden. Sie dient lediglich einem groben Überblick, ob 
Steviaglycoside untersuchbar sind und soll damit den Grundstein für 
weitere Analysen liefern. 
 
 
 
 
gereinigte 
Produkte 
Blattmaterial 
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Gereinigte Proben (fertige Pulver) 
 
Tab. 20 Zusammenfassung der Methodeneinstellung für gereinigte Proben 
Variable n  Ranks Region Preprocessing R2 Cal R2 Val RMSEE RMSECV 
Rebaudiosid A 18 8 4601,3 - 4246,4 Second Derivative 98,78 92,91 17,2 36 
Steviosid 18 7 7501,6 - 6097,7 first Derivative + MSC 97,3 90,02 34,6 58,7 
n: Probenzahl 
R2: Bestimmtheitsmaß 
RMSEE: mittlerer Vorhersagefehler der Kalibrierung 
RMSECV: mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5.28 Kalibration und Validierung der gereinigten Proben (x Achse = NIR, y Achse = HPLC): a 
Kalibration Reb A, b Validierung Reb A; c Kalibration Steviosid, d Validierung Steviosid 
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Blätter 
 
Tab. 21 Zusammenfassung der Methodeneinstellung für Blätter 
Variable n  Ranks Region Preprocessing R2 Cal R2 Val RMSEE RMSECV 
Rebaudiosid A 14 10 6101.6 - 4246.4 straight line subt. 99,88 89,57 1,16 8,41 
Steviosid 14 5 4601,3 - 4246,4 const. Offset elimin. 96,77 90,52 9,3 14,1 
n: Probenzahl 
R2: Bestimmtheitsmaß 
RMSEE: mittlerer Vorhersagefehler der Kalibrierung 
RMSECV: mittlerer Vorhersagefehler der Kreuzvalidierung 
 
 
Abb. 5.29 Kallibration und Validierung der Blätterproben (x Achse = NIR, y Achse = HPLC): a Kalibra-
tion Reb A; b Validierung Reb A; c Kalibration Steviosid; d Validierung Steviosid 
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Fazit: 
Je mehr Proben in der Kalibration enthalten sind, desto wahr-
scheinlicher wird es, dass der Methode zukünftige Veränderungen der 
Matrix bekannt sind.  
Die Kalibration mit dem geringsten Vorhersagefehler RMSECV 
bei Verwendung möglichst weniger Ranks wird als optimal angezeigt. 
Um eine Überbestimmung zu vermeiden, sollten so wenig Faktoren 
(=Ranks) wie möglich in die Regressionsgleichung (PLSR) eingesetzt 
werden. Im Fall der Glycosidbestimmung (alle Proben) wurden 7 
Ranks (Abb. 5.23) eingesetzt - bei den Einzelbestimmungen teilweise 
sogar 10 (Abb. 5.34), was durch die sehr geringe Anzahl der zu be-
stimmenden Proben zu einem Overfitting führt. Die Aussagekraft der 
Messung ist auf Grund dieser kleinen Probenzahl gering.  
Prinzipiell ist die NIRS-Methode durchaus praktikabel um her-
auszufinden ob in einer Probe eine große bzw. kleine Menge an 
Glycosiden enthalten ist, jedoch zeigt sie hier nur eine Tendenz auf. 
Um exakte Ergebnisse zu erhalten, wäre mindestens die doppelte bis 
dreifache Probemenge (Blätter als auch gereinigte) notwendig, was 
im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht durchführbar war, da die am 
Markt erhältlichen Stevia-Produkte sehr begrenzt sind. Es bedürfte 
einer eigenen Anzucht von Pflanzen, wie auch eines Einkaufes aus 
dem asiatischen und südamerikaneschen Raum, um genügend Mate-
rial zu bekommen. Aus zeitlichen und auch budgetären Gründen war 
diese ausgedehnte Untersuchung nicht möglich. 
 
90 
 
6 SCHLUSSBETRACHTUNG 
Durch den hohen Fett- und Zuckerkonsum sowie Bewegungs-
mangel sind Adipositas, Übergewicht und die damit einhergehenden 
Erkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ 2, metabolisches Syndrom 
oder Herzkreislauferkrankungen das gesundheitliche Hauptproblemen 
der westlichen Gesellschaft. Eine Möglichkeit diesem Trend entgegen-
zuwirken wäre der Einsatz eines natürlichen Süßstoffes aus der Pflan-
ze Stevia rebaudiana. Die in dieser Pflanze enthaltenen Glycoside 
(v.a. Steviosid und Rebaudiosid A) sind bis zu 300 mal süßer als Zu-
cker, kalorienfrei und nicht kariogen. Durch ihren natürlichen Ur-
sprung eignen sie sich hervorragend, um raffinierte Kohlenhydrate als 
auch andere Süßstoffe zu ersetzen. 
Diese Diplomarbeit wurde im Rahmen eines Industrieprojekts 
einer Firma durchgeführt und  war die erste aus einer Reihe von vier 
Arbeiten. Das Ziel war eine grobe chemische Analyse der Pflanze Ste-
via rebaudiana und ein Methodenvergleich (z.B.: div. Lösungsmittel-
versuche, HPLC, NIRS etc.), die Kalibrierung von bereits eingesetzten 
Methoden und die Analyse glycosidhältiger Extrakte von Stevia re-
baudiana aus verschiedensten Anbaugebieten, um die bestgeeigneten 
(schnell, effektiv) Analyseverfahren zu finden.  
Bei den Lösungsmittelversuchen wurden Verfahren mit Lö-
sungsmittel Wasser, Wasser und Methanol 50 : 50 [Geuns 2008], so-
wie mit Lösungsmittel Ethanol [KOLB 2001] und mit Acetonitril Was-
ser 80:20 [JECFA 2007] an getrockneten Blättern und zwei bereits 
aufgereinigten Pulvern getestet.  
Die beiden Glycoside Steviosid und Rebaudiosid A lösten sich 
unabhängig voneinander, unterschiedlich gut bzw. schlecht in den Lö-
sungsmitteln.  Wasser eignete sich gut zum Lösen von Rebaudiosid A, 
schnitt jedoch bei der Lösung von Steviosid am schlechtesten ab. 
Ethanol und Methanol lieferten für beide Glycoside annähernd diesel-
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ben Ergebnisse, bei der Extraktion der Blätter wurden mit Ethanol je-
doch fast vierfach höhere Werte erzielt, außerdem ist die Durchfüh-
rung viel kürzer als die mit Methanol - deshalb wurde 70 % Ethanol 
als am besten geeignetes Lösungsmittel ermittelt. 
Der Einzelglycosidnachweis wurde mit Hilfe von Kalibrationen 
externer Standards durchgeführt und anhand dieser die Konzentrati-
onen berechnet. 
Die anfängliche Methode zur HPLC-Analyse brachte Probleme 
durch ihre lange Laufzeit (60 min) und die breiten stumpfen Peaks. 
Durch Veränderung des pH-Werts und der Flussrate konnte eine Zeit-
ersparnis von 45 min und scharfe Peaks erzielt werden. Diese Metho-
de wurde mit einem Laufmittel aus Acetonitril/Wasser (80:20) durch-
geführt. Aufgrund einer Acetonitrilknappheit wurde das Laufmittel ge-
gen Methanol/Wasser (92:8) ausgetauscht. 
Bei der durchgeführten Analyse mittels NIRS war das größte 
Problem die geringe Probenanzahl. Deshalb kam es zu einem 
Overfitting, die Aussagekraft der Messung ist nur als gering zu bewer-
ten. Trotz der wenigen Proben konnte jedoch festgestellt werden, 
dass für Blattproben und bereits aufgereinigte Produkte getrennte Ka-
librationen erstellt werden müssen, da durch die Aufreinigung eine 
Matrixänderung geschaffen wurde.  
Prinzipiell ist die NIRS-Methode durchaus praktikabel, um her-
auszufinden, ob in einer Probe eine große bzw. kleine Menge an 
Glycosiden enthalten ist, jedoch zeigt sie hier nur eine Tendenz auf. 
Um exakte Ergebnisse zu erhalten, wäre mindestens die doppelte bis 
dreifache Probenanzahl (Blätter als auch gereinigte) notwendig, was 
im Rahmen dieser Diplomarbeit nicht durchführbar war, weil die am 
Markt erhältlichen Stevia-Produkte sehr begrenzt sind.  
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7 ZUSAMMENFASSUNG 
Die vorliegende Diplomarbeit wurde im Rahmen eines Industrie-
projektes am Department für Lebensmittelwissenschaften und –
technologie der Universität für Bodenkultur, durchgeführt. Als Erste 
von vier Arbeiten, wurde hier die grundlegende „Analyse“ der Pflanze 
Stevia rebaudiana durchgeführt.  
Die Untersuchung der Proben (Blätter und bereits aufgereinigte, 
im Handel erhältliche Pulver) bestand aus vier Teilen. Einer grundle-
genden chemischen Untersuchung auf Trockensubstanz, Asche-, Pro-
tein- und Zuckergehalt folgte die Festlegung eines geeigneten Lö-
sungsmittels für die Steviaglycoside. Danach erfolgte die Überprüfung 
einer geeigneten Methode zur Analyse mittels HPLC und eine grund-
legende Prüfung von NIRS als Schnellmethode zur Untersuchung der 
Qualität von Wareneingang bzw. fertigem Produkt. 
Es wurden diverse Lösungsmittel und -methoden getestet  
[GEUNS 2008, Scaglianti et al., 2008 KOLB et al., 2001 und JECFA 
2007], modifiziert und die bestgeeignete für weitere Analysen eruiert. 
Die Versuche wurden laut Anleitung durchgeführt bzw. bei Lösungs-
problemen leicht abgewandelt (z.B.: durch zusätzliche Behandlung 
mittels Ultraschallbad). Die Untersuchungen und Vergleiche ergaben, 
dass sich Ethanol am besten als Lösungsmittel eignet. Weiters wur-
den aus der Literatur beschriebene Methoden zur Analyse des 
Glycosidgehalts mittels HPLC durchgeführt und ebenfalls abgewan-
delt. Durch Einstellung des pH-Wertes und Änderung des Drucks beim 
HPLC-Lauf gelang es, die HPLC-Analyse von zuerst 60 min auf 12 min 
zu kürzen. Als Laufmittel wurde ein Gemisch aus 80 % Acetonitril und 
20 % Wasser für die Analysen mittels HPLC verwendet, welches dann 
aus einer Rohstoffknappheit von Acetonitril durch ein Laufmittel aus 
92 % Methanol und 8 % Wasser ersetzt wurde. 
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Zum Schluss wurden 32 teilweise im Handel gekaufte Pulver und 
Steviablätter mittels NIRS untersucht. Ziel dieser Untersuchung war 
es festzustellen, ob die Methode für dieses Pflanzenmaterial grund-
sätzlich brauchbar ist, weil sie im Vergleich zur HPLC für große Pro-
benmengen besser geeignet ist. Aufgrund der geringen Menge an un-
terschiedlichen Proben konnte hier nur eine positive Tendenz festge-
stellt werden. Um eine klare Aussage über die Eignung von NIRS zu 
treffen, wären mindestens doppelt so viele Proben notwendig. 
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8 SUMMARY 
This diploma thesis was written in the context of a collaborative 
project on the Department of Food Sciences and Technology (Univer-
sity of Natural Ressources and Applied life sciences, Vienna). 
In this first of four diploma thesis which are part of this project, 
the basic “analysis” of Stevia rebaudiana was accomplished. The 
sample analysis (leaves and already cleaned powder, available in 
trade marked) consisted of four parts. An elementary chemical analy-
sis of dry matter, ash-, protein- and sugar content was followed by 
the predefinition of a proper solvent for glycosides of stevia rebaudi-
ana. After this an efficient method for HPLC analysis was determined 
and NIRS as a rapid method (for goods receipt, finished products) 
proved.  
Solvents and solvent methods were tested, modified and those 
most suitable for further analysis determined. Experiments were con-
ducted according the instruction manual, respectively or adopted 
when solution problems occurred. The examinations and comparisons 
showed that Ethanol is the best solvent. 
Furthermore literarily described methods to analyse the glycosid 
content with HPLC were performed and also adopted accordingly (e.g. 
by adjusting the pH-value and changing the pressure level during the 
HPLC-run, the HPLC-analysis was successfully decreased from 60 
minutes to 12 minutes). Initially a mixture of 80% Acetonitril and 
20% water was used as mobile phase for HPLC analysis but was later 
replaced by 92% methanol and 8% water due to a shortage of re-
sources. 
Finally 32 powders, partly buyable in the store, and Stevia 
leaves were analysed by NIRS. Goal of the analysis was to determine 
if the method is suitable for Stevia plant materials because NIRS is 
better qualified compared to the HPLC for huge amount of samples. 
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Due to the fact of the small amount of different samples there could 
only a positive tendency be determined. At least twice as much sam-
ples would be necessary for a clear statement about the applicability 
of NIRS. 
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